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Resumo 
As doenças negligenciadas são patologias encontradas principalmente entre as 
populações mais pobres, representando um enorme obstáculo na redução da pobreza e na 
promoção do desenvolvimento socioeconómico global. 
Entre as 17 patologias consideradas como doenças tropicais negligenciadas 
encontram-se a leishmaniose e a toxoplasmose, ambas provocadas por parasitas 
protozoários. A leishmaniose é causada por protozoários do género Leishmania e a infeção 
no Homem é transmitida pela picada de flebótomos. Existem 30 espécies de Leishmania 
que infetam mamíferos, incluindo o complexo de L. donovani. Por seu lado, a 
toxoplasmose é provocada pelo protozoário Toxoplasma gondii, que infeta a maioria das 
espécies de animais de sangue quente, incluindo humanos.  
A prevenção e o controlo destas patologias não estão assegurados, uma vez que os 
fármacos atualmente usados são antigos, caros, apresentam elevada toxicidade e, por 
vezes, a sua eficácia está comprometida devido a seleção de estirpes resistentes.  
A artemisinina e os seus derivados semissintéticos, são usados como fármacos de 
primeira linha no tratamento da malária, uma doença que resulta de infeção por 
protozoários do género Plasmodium. Estes compostos possuem uma ligação peróxido na 
estrutura, tida como essencial para a sua atividade farmacológica. O seu modo de ação é 
ainda objeto de debate. Porém, existem evidências da formação de espécies radicalares 
alquilantes, atuando através de interferência com proteínas de transporte e outros alvos 
específicos do parasita, com consequente perturbação da sua função mitocondrial e 
modulação da função imune do hospedeiro. A sua utilização no combate a doenças 
causadas por outros protozoários, para além de Plasmodium, tem sido equacionada nos 
últimos anos. 
Os 1,2,4-trioxolanos são ozonídeos facilmente preparados por ozonólise, obtendo-
se bibliotecas destes compostos com variabilidade estrutural para estudos de relação 
estrutura-atividade e otimização de compostos líder. Alguns trioxolanos possuem 
atividade antimalárica, leishmanicida e anti-toxoplasma semelhante à exibida pelas 
artemisininas, podendo constituir uma boa alternativa a estes fármacos. 
 
 
Palavras – chave: Doenças negligenciadas, Leishmania donovani, Toxoplasma gondii, 
Fármacos antiparasíticos, Endoperóxidos, 1,2,4-trioxolanos 
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Abstract 
Neglected tropical diseases are mainly found among the poorest populations and 
represent a major obstacle in reducing poverty and promoting global socio-economic 
development. 
Among the 17 pathologies considered neglected tropical diseases are leishmaniasis 
and toxoplasmosis, both caused by protozoal parasites. Leishmaniasis is caused by 
intracellular protozoans of the genus Leishmania and the infection is transmitted by the 
bite of sand flies. There are 30 species of Leishmania that infect mammals, including L. 
donovani complex. Toxoplasmosis is caused by Toxoplasma gondii protozoans, which 
infect most species of warm-blooded animals, including humans.  
The prevention and control of these diseases are not guaranteed, because drugs 
currently used are older, expensive, have high toxicity and, in some cases, their efficiency 
is compromised due to the selection of resistant strains.  
Artemisinin and its semisynthetic derivatives, are used as first-line drugs in the 
treatment of malaria, a disease that results from infection by protozoan parasites of the 
genus Plasmodium. These compounds have a peroxide bond in the structure, considered 
essential to their pharmacological activity. The mode of action of artemisinin remains a 
subject under debate. However, there is evidence that this class of compounds yields 
alkylating radical species that interfere with transport proteins and other specific parasite 
targets, with consequent disruption of its mitochondrial function and modulation of the 
host immune function. Although artemisinins are clinically used in the treatment of 
malaria, their use against other protozoan parasites has only been considered in recent 
years. 
1,2,4-trioxolanes, also called ozonides, are easily prepared by ozonolysis. Thus, it is 
easy to obtain libraries of these compounds with structural variability for structure-activity 
relationship studies and optimization of lead compounds. It has been shown that some 
trioxolanes have antimalarial, antileishmanial and anti-toxoplasma activity similar to that 
displayed by the artemisinins, so they could be good alternative drugs. 
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I. Doenças negligenciadas: conceito e problemática  
O conceito de doenças negligenciadas não é consensual, sendo que diferentes 
organizações, entre as quais a Organização Mundial de Saúde (OMS) e centros 
homólogos dos Estados Unidos da América, como o Centro de Controle e Prevenção de 
Doenças (CDC), a Agência dos Estados Unidos para o Desenvolvimento Internacional 
(USAID) e a Fundação Bill & Melinda Gates, definem este conjunto de doenças de 
forma diferente.1 
Normalmente, as doenças tropicais negligenciadas (DTNs) são consideradas como 
um grupo diversificado de doenças com características distintas que se desenvolvem 
principalmente entre as populações mais pobres do planeta.2 As 17 DTNs que a OMS 
prioriza são endémicas em 149 países e afetam mais de 1,4 biliões de pessoas. As DTNs 
afetam maioritariamente populações que vivem em zonas remotas, rurais, em bairros 
sociais ou favelas urbanas, bem como em zonas de conflito.1,3  
Apesar das infeções parasitárias serem tipicamente associadas às comunidades 
mais pobres e serem muito mais frequentes em países em desenvolvimento, também 
ocorrem noutros países.4 Nos Estados Unidos e na Europa estas infeções ocorrem 
sobretudo no seio de populações que vivem em situações de pobreza que, 
relativamente a países em desenvolvimento, são minoritárias, pelo que são 
geralmente esquecidas aquando da imposição de programas de controlo de doenças 
negligenciadas.5 Um exemplo ilustrativo desta situação é a toxoplasmose.4 A 
leishmaniose e a toxoplasmose podem considerar-se “infeções negligenciadas da 
pobreza”, em homologia com outras doenças tropicais negligenciadas, como a malária, 
pois caracterizam-se pela elevada prevalência e cronicidade e pelo poder incapacitante 
que detêm, mas podem ocorrer fora das regiões tropicais da África, Ásia e América 
Latina.6 Tal como outras DTNs, estas infeções também promovem a pobreza, dado o 
seu impacto no desenvolvimento fetal e infantil, na gravidez e na produtividade dos 
trabalhadores.6  
As DTNs têm um enorme impacto na saúde pública mundial, relacionado com o 
facto de não existirem ferramentas de controlo com uma boa relação custo-benefício e 
de o uso das ferramentas atualmente disponíveis (de diagnóstico, de tratamento e de 
acompanhamento) ser bastante limitado. As dificuldades na utilização em larga escala 
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destas ferramentas advêm de uma gestão difícil e com custos elevados em resultado 
de um conjunto de fatores, como a falta de investimento em investigação e 
desenvolvimento e a acessibilidade limitada ao diagnóstico e tratamento por parte dos 
doentes, dado o local de residência e nível pobreza.2 
Por outro lado, a prevenção e o controlo destas patologias não estão assegurados, 
dada a escassez de fármacos adequados, específicos para as doenças em causa. Os 
fármacos atualmente usados são antigos, caros, apresentam elevada toxicidade e, em 
alguns casos, a sua eficácia está comprometida devido a seleção de estirpes 
resistentes. Torna-se assim imperativo o desenvolvimento de soluções alternativas. 
As DTNs podem resultar de infeção por quatro tipos de organismos patogénicos: 
protozoários, vírus, bactérias e helmintas. As leishmanioses resultam de infeção por 
parasitas protozoários do género Leishmania.2 A toxoplasmose, por sua vez, também 
resulta da infeção por parasitas protozoários, mas do género Toxoplasma.  
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1.1. Leishmaniose 
Reconhecidas por Hotez como "das infeções provocadas por protozoários mais 
importante em seres humanos, após a malária", as leishmanioses são um complexo de 
doenças que envolvem mais de 20 espécies de parasitas, mais de 30 espécies de 
vetores flebótomos, e uma ampla gama de hospedeiros animais, incluindo roedores, 
cães e seres humanos.1  
A leishmaniose engloba múltiplos síndromas clínicos7 dependentes de fatores 
como a espécie de Leishmania que infecta o hospedeiro e a capacidade de resposta 
deste, o que reflete o estado do seu sistema imunitário.8  
Os parasitas de Leishmania são transmitidos pela picada de flebótomos 
femininos infetados. A epidemiologia da leishmaniose depende das características das 
espécies de parasitas, das características ecológicas locais, da exposição atual e 
anterior da população humana ao parasita e do próprio comportamento humano. 
Cerca de 70 espécies de animais, incluindo os humanos, são hospedeiros naturais 
destes parasitas.9 
A doença afeta principalmente pessoas pobres, na África, Ásia e América Latina, 
e está associada a desnutrição, deslocamentos da população, condições precárias de 
habitação, debilidade do sistema imunológico do hospedeiro e falta de recursos. Uma 
revisão recente demonstra que cerca de 100 países/regiões são endémicos para 
leishmaniose.10,11 O clima e outras mudanças ambientais têm potencial para expandir a 
abrangência geográfica dos vetores flebótomos e as áreas onde a leishmaniose 
ocorre.9,12 Assim, trata-se de uma doença global, presente em todos os continentes, 
com exceção da Austrália e Antártica9.  
A distribuição geográfica da leishmaniose é comumente dividida em duas 
regiões: o “velho mundo” (em inglês, “Old World”), que abrange áreas como o sul da 
Europa, a bacia do Mediterrâneo, o Médio Oriente, a Ásia e a África; e o “novo mundo” 
(“New World”), que abrange a América Latina.13 
Os vetores para Leishmania são flebótomos hematófagos do sexo feminino, cujo 
género varia com a distribuição geográfica, com prevalência do género Phlebotomus 
na zona designada como “velho mundo” e do género Lutzomyia no “novo mundo”.13 
No supercontinente, muitas vezes designado por Afro-Eurásia, a leishmaniose 
cutânea é a principal forma da doença. No entanto, na bacia do Mediterrâneo e no 
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sudeste asiático a leishmaniose visceral é a mais prevalente, em que os parasitas vivem 
em cães e noutros animais. No leste da África verificam-se surtos de leishmaniose 
visceral frequentes. No entanto, em terras altas da Etiópia e em aldeias construídas 
sob colinas rochosas ou margens de rios12, onde o contacto entre flebótomos e o 
Homem é muito superior, a leishmaniose cutânea tem incidência elevada.9 No 
continente americano, a leishmaniose é muitas vezes designada por calazar, uma 
forma muito semelhante à encontrada na bacia do Mediterrâneo, ou seja leishmaniose 
visceral.9 
 
1.1.1. Manifestações clínicas 
Existem três formas principais da doença: leishmaniose cutânea (restrita à pele), 
leishmaniose visceral ou calazar (sistema reticuloendotelial), e leishmaniose 
mucocutânea (membranas mucosas).9  
Em todas, a infeção pode variar desde um padrão assintomático a grave. Nas 
formas cutânea e mucocutânea podem ocorrer morbilidades substanciais, enquanto 
que a leishmaniose visceral pode vir a ser fatal.7 
 
a. Leishmaniose Tegumentar ou Cutânea 
A leishmaniose cutânea é a forma mais comum de leishmaniose13 e é causada por 
várias espécies de Leishmania. Na maioria das vezes estas diferenças devem-se à 
distribuição global da doença (Tabela I-1). No hemisfério oriental, os agentes 
etiológicos incluem Leishmania tropica, L. major, L. aethiopica, L. infantum e L. 
donovani. As principais espécies do hemisfério ocidental são as que integram o 
complexo de espécies L. mexicana (L. mexicana, L. amazonensis e L. venezuelensis) ou 
o subgénero Viannia (L. [V.] braziliensis, L. [V.] guyanensis, L. [V.] panamensis, e L. [V] 
Peruviana). (Tabela I-1) O subgénero Viannia também é referido como complexo de 
espécies L. (V.) braziliensis.7 
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Tabela I-1: Padrões de leishmaniose cutânea e principais agentes etiológicos, tendo em conta a região do globo. 
Localização  Formas de leishmaniose 
cutânea   
Agentes etiológicos 
“Old World” Leishmaniose cutânea L.tropica, L. aethiopica, L. major, 
L. infantum 
“New World” Leishmaniose cutânea localizada L. [V.] braziliensis, 
L. amazonensis 
Leishmaniose cutânea difusa L. amazonensis, L. mexicana 
Leishmaniose cutânea 
intermédia/ disseminada 
L. [V.] braziliensis, 
Leishmaniose mucocutânea  L. [V.] braziliensis, L. [V.] 
guyanensis, L. [V.] panamensis 
Fonte: Adaptado de “Leishmaniasis in travelers: a literature review”.13 
Em geral, este tipo de leishmaniose, várias vezes designada como tegumentar, 
manifesta-se por lesões na pele, que podem persistir por meses, ou até anos. 
Tipicamente, as lesões evoluem de pápulas para placas nodulares e lesões ulcerativas, 
com uma borda elevada com depressão central, que pode ser coberta por crosta; 
algumas lesões persistem como nódulos. As lesões são geralmente indolores, apesar 
de se poderem tornar dolorosas, especialmente se forem infetadas com bactérias ou 
se estiverem localizadas perto de articulações.7 Sempre que a infeção não é controlada 
(por exemplo, por tratamento inadequado, má adesão à terapêutica, ou 
desenvolvimento de um estado imunossupressor), a leishmaniose cutânea localizada 
pode progredir para leishmaniose cutânea disseminada ou leishmaniose 
mucocutânea.13 
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Figura I-1: Endemicidade de leishmaniose cutânea, em 2013. 
Fonte: Organização mundial de saúde14 
b. Leishmaniose Mucocutânea 
A leishmaniose mucosa ou mucocutânea pode ser considerada como uma sequela 
metastática da infeção cutânea, resultando da disseminação de parasitas da pele para 
a mucosa naso-orofaríngea. Esta resulta da disseminação linfática ou hematogénica do 
parasita Leishmania, partindo de uma lesão cutânea.8 Apenas alguns meses ou até 
anos após essa infeção é que poderão aparecer os sintomas de infeção do trato 
respiratório superior e da mucosa oral.15 As primeiras manifestações clínicas deste tipo 
de leishmaniose são o eritema e edema da mucosa nasal, devidos à sua inflamação, o 
que provoca dificuldade em respirar pelo nariz e sangramento ocasional.8   
Uma percentagem significativa de casos de leishmaniose cutânea é assintomática, 
ou seja, não progride da fase subclínica, o que leva os hospedeiros a não estarem 
cientes da infeção anterior aquando do aparecimento de sintomatologia de 
leishmaniose mucosa. Para além disso, dado o intervalo potencialmente prolongado 
entre a resolução da doença cutânea e o desenvolvimento de lesões da mucosa, a 
correlação entre os dois episódios pode ser desvalorizada.13 
Quase 90% dos casos de leishmaniose mucocutânea ocorre na Bolívia, Brasil e 
Peru.11 Este tipo de leishmaniose é causado, maioritariamente, por espécies do 
subgênero Viannia (especialmente L. [V.] braziliensis, mas também L. [V.] panamensis 
e, por vezes, L. [V.] guyanensis); também pode ser causada por L. amazonensis, mas a 
frequência é bastante rara.7 
Endémico 
Casos anteriormente 
reportados 
Casos não autóctones  
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Ao contrário da leishmaniose cutânea, a forma mucocutânea da doença não é 
autodestrutiva e, portanto, na ausência de tratamento a progressão da doença pode 
causar sequelas permanentes, como a destruição ulcerativa do nariz, boca, faringe e 
laringe, perfuração do septo nasal, e desfiguração facial.7,13,15 
A destruição da mucosa ulcerativa naso-orofaríngea pode ser fatal, devido ao 
comprometimento da via aérea.13 
 
c. Leishmaniose Visceral 
A leishmaniose visceral é uma forma de leishmaniose sistémica causada pela 
disseminação de L. donovani ou L. infantum em todo o sistema reticuloendotelial, 
afetando órgãos internos, particularmente, o baço, o fígado e a medula óssea.7,8  
Os principais sinais e sintomas incluem febre, caquexia grave, hepato-
esplenomegalia, pancitopenia e hipergamaglobulinemia.16  
Quando o diagnóstico da doença é precoce, os sintomas resumem-se a febre, 
fraqueza, anorexia, perda de peso, palidez, hepato-esplenomegalia e linfo-
adenopatia.17 Em casos de diagnóstico mais tardio pode ocorrer epistaxe 
(sangramento nasal), sangramento gengival, distensão abdominal, ascite (acumulação 
de líquido na cavidade abdominal) e edema periférico. Em crianças, pode também 
ocorrer atraso do crescimento. 13 
A principal lesão deste tipo de leishmaniose é uma pequena pápula eritematosa 
normalmente localizada nas pernas, sendo referida muitas vezes como um 
"leishmanioma”. A xerose também é muito comum, tornando a pele seca e áspera, e 
os cabelos quebradiços, originando alopecia. Para além disso ocorre o escurecimento 
da pele, resultante do aumento da atividade dos melanócitos, provindo daí o nome de 
"kala-azar" que significa "febre negra". 8   
Os principais agentes etiológicos desta forma de leishmaniose são L. infantum, na 
bacia do Mediterrâneo, L. donovani, no subcontinente indiano, Ásia e África Oriental, e 
L. chagasi, na América do Sul.13 Mais de 90% dos casos de leishmaniose visceral 
ocorrem em seis países: Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Sudão do Sul e Sudão, como 
apresentado na figura I-2.11  
Nos países mediterrânicos e na América do Sul a doença é zoonótica e afeta 
principalmente bebés e crianças entre 1 e 4 anos.15 No entanto, na bacia do 
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Mediterrâneo, uma taxa crescente de indivíduos adultos imuno-comprometidos e 
imunossuprimidos, como é o caso dos doentes com VIH e doentes sob terapias 
imunossupressoras, levaram ao aumento de infetados por Leishmania. No 
subcontinente indiano e em África, a doença é antroponótica, ou seja, a transmissão 
ocorre através de flebótomos, de humano para humano, sem o envolvimento de um 
hospedeiro reservatório.12,13  
Se não tratados, ou em casos de recaídas posteriores, a leishmaniose visceral pode 
ser fatal, quer diretamente, pela doença ou indiretamente, pelas complicações que 
provoca.7 Normalmente, exitus letalis é causado por anemia grave, infeção secundária, 
e hemorragia.13 
A leishmaniose visceral será o foco desta monografia, uma vez que é causada pelo 
complexo L. donovani. 
Alguns doentes desenvolvem leishmaniose tegumentar pós kala-azar (PKDL), uma 
síndrome caracterizada por lesões de pele, como mácula, pápula ou erupção nodular, 
geralmente no rosto, braços, tronco e noutras partes do corpo. 7,9 
Este subtipo de leishmaniose é muitas vezes descrito como uma sequela da infeção 
por L. donovani, no sul da Ásia e na África Oriental. As pessoas com esta síndrome 
crónica podem ser hospedeiros e reservatórios de infeção.7 
 
Figura I-2: Endemicidade de leishmaniose visceral, em 2013 
Fonte: Organização Mundial de Saúde14 
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1.1.2. O parasita: Leishmania 
Leishmania é o género de protozoários da família Trypanosomatidae pertencentes 
à ordem Kinetoplastida.18 Estes são parasitas dimórficos, pois apresentam dois 
estadios morfológicos, as formas promastigotas e as formas amastigotas.  
As formas promastigotas correspondem a um estadio extracelular flagelar e as 
formas amastigotas correspondem ao estadio intracelular.8,15 A forma promastigota é 
flagelada e alongada, com aspeto fusiforme18 e encontra-se em vetores e/ou meios de 
cultura.16 
A forma amastigota é esférica/ovoide, possuindo um núcleo esférico e um flagelo 
interno pouco desenvolvido.18 Normalmente, esta forma do parasita encontra-se em 
hospedeiros mamíferos.16  
Os promastigotas encontram-se em ambientes aeróbios de pH neutro e utilizam na 
sua maioria açúcares e aminoácidos, assegurando a sua motilidade. Já os amastigotas, 
que são fagocitados no organismo do hospedeiro, suportam meios mais ácidos e têm 
como principal fonte energética ácidos gordos.19 Apesar destas diferenças, as 
primeiras enzimas da via glicolítica estão localizadas na membrana de um organelo 
comum a todas as espécies de Leishmania, mas ausente nos hospedeiros, o 
glicossoma.20 
A infeção humana é causada por 21 das cerca de 30 espécies que infetam os 
mamíferos. Estas incluem o complexo L. donovani com duas espécies (L. donovani e L. 
infantum); o complexo L. mexicana com três espécies principais (L. mexicana, L. 
amazonensis e L. venezuelensis); o complexo L. tropica (L. tropica e L. aethiopica); L. 
major; e o subgênero Viannia com quatro espécies principais (L. (V.) braziliensis, L. (V.) 
guyanensis, L. (V.) panamensis e L. (V.) peruviana). As diferentes espécies são 
morfologicamente indistinguíveis, mas podem ser diferenciadas isoenzimaticamente, 
por métodos moleculares, ou por métodos imunológicos, com anticorpos 
monoclonais.21 
O ciclo de vida do parasita, representado na Figura I-3, necessita de dois tipos de 
hospedeiro: um inseto (vetor) e um vertebrado (reservatório).  
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Figura I-3: Ciclo de vida de Leishmania 
Fonte: adaptado de CDC- Centers for Disease Control and Prevention 21 
 
Como representado na Figura I-3, o parasita é transmitido através da picada de 
flebótomos femininos infetados, aquando da injeção de promastigotas no 
vertebrado.21 Os parasitas sofrem fagocitose pelos macrófagos do hospedeiro, 
processo que os torna desflagelados, transformando-os em amastigotas.13 Esta nova 
forma do parasita permite-lhe uma rápida divisão, aumentando a carga parasitária no 
interior de cada macrófago.21  
O aumento do número de amastigotas e a degradação do citoplasma dos 
macrófagos levam à sua lise, permitindo a libertação de uma grande quantidade de 
parasitas no meio intercelular, na corrente sanguínea e, subsequentemente, a infeção 
de outras células.15 
Quando outro flebótomo pica um hospedeiro vertebrado, o inseto ingere esses 
amastigotas. No inseto estes migram até ao intestino, onde sofrem outro processo de 
diferenciação e se transformam em promastigotas, que se multiplicam por mitose. À 
medida que se diferenciam, os promastigotas migram para a região da probóscide do 
vetor, de modo a infetar um novo hospedeiro vertebrado.8 
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1.1.3. O vetor 
Quando uma doença é transmitida de forma ativa 
ou passiva através de um ser vivo, este é designado por 
vetor. No caso da Leishmaniose, o vetor são 
flebótomos femininos dos géneros Phlebotomus ou 
Lutzomyia, dependendo da região geográfica (como 
apresentado na tabela I-2).15 Geralmente, o género 
Phlebotomus é responsável pela transmissão da 
doença no “Old World” e o género Lutzomyia no “New 
World”.  
Tabela I-2: Espécies de Leishmania e os seus principais vetores tendo em conta a região geográfica e o tipo de 
leishmaniose que provocam. 
Espécie de Leishmania Vetor Áreas afetadas Tipo de leishmaniose 
L. aethiopica Phlebotomus Etiópia e Quénia 
Cutânea localizada, 
difusa e mucosa 
L. amazonensis Lutzomyia Andes 
Cutânea localizada e 
disseminada 
L. braziliensis Lutzomyia Andes Cutânea e mucosa 
L. donovani Phlebotomus 
Índia, Bangladesh, 
Nepal, Sudão, Etiópia 
e Reino do Butão 
Visceral 
L. guyanensis Lutzomyia Andes Cutânea e mucosa 
L. infantum 
Phlebotomus Mediterrâneo 
Cutânea e visceral 
Lutzomyia América Latina 
L. major Phlebotomus 
Norte de África, Irão, 
Paquistão, Índia 
Cutânea 
L.mexicana Lutzomyia Andes 
Cutânea localizada, 
difusa e mucosa 
L.panamensis e L. 
peruviana 
Lutzomyia Andes e Peru Cutânea e mucosa 
L. tropica Phlebotomus 
Norte de África, Irão e 
Afeganistão 
Cutânea 
Fonte: adaptado de Leishmaniasis 15 e Leishmaniasis8 
Figura I-4: Flebótomo 
Fonte: OMS 22 
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Segundo a Organização Mundial de Saúde, são conhecidas cerca de 500 espécies 
de flebótomos mas, de acordo com a informação disponível na literatura, apenas 30 
transmitem Leishmania.16,22  
A necessidade de sangue para o desenvolvimento dos seus ovos é a principal causa 
para a propagação de leishmaniose pelo flebótomo feminino. Estes vetores depositam 
os seus ovos em locais onde as condições de calor e humidade são propícias ao 
desenvolvimento dos mesmos, em ruinas, tocas de animais, entre outros. Os 
flebótomos são mais ativos ao final do dia e durante a noite, podendo cobrir até várias 
centenas de metros ao redor do seu habitat. 
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1.1.4.  Tratamento atual para leishmaniose visceral  
A possibilidade de morte iminente em doentes com manifestações de leishmaniose 
visceral torna da máxima importância a formulação e utilização de terapias eficazes, e 
de ação rápida.16 Para além disso, o tratamento da parasitose deve ser iniciado assim 
que é estabelecido um diagnóstico.13 
Quando se desenvolvem novos fármacos para doenças infeciosas o princípio 
basilar é encontrar um alvo específico do parasita, de modo a diminuir ao máximo a 
toxicidade do fármaco para o hospedeiro. Assim sendo, torna-se crucial saber quais as 
principais diferenças metabólicas, bem como as diferenças estruturais. O 
conhecimento de todo o ciclo do parasita e sua localização no hospedeiro e/ou vetor 
torna-se da máxima importância para o desenho de uma terapêutica eficaz. 
Tendo por base as recomendações da OMS para tratamento de leishmaniose 
visceral, verifica-se que os fármacos de primeira linha dependem do agente etiológico 
e da região do globo em que ocorre a doença.23  
De acordo com a informação constante da tabela I-2, a leishmaniose visceral é 
provocada pela L. donovani e L. infantum.  
Em países do sul do continente asiático, como a Índia e o Nepal, o agente 
etiológico prevalente é L. donovani.24 Nesta região, a primeira linha de tratamento é a 
anfotericina B lipossomal, seguida pela combinação de anfotericina B lipossomal com 
paromomicina ou miltefosina, ou pela combinação entre estes dois fármacos. Em 
casos mais complicados, resistentes a este tipo de terapêutica, a terceira linha passa 
pela utilização de anfotericina B convencional (desoxicolato). Noutras regiões, como na 
África oriental (Etiópia, por exemplo), as soluções de primeira linha contra 
leishmaniose visceral, segundo a OMS, são terapêuticas à base de antimónio 
pentavalente ou baseadas na combinação deste com paromomicina. Em segunda linha 
aparecem como opção as anfotericinas lipossomal e convencional e por fim a 
miltefosina. 23 
Para o tratamento de leishmaniose visceral causada por L. infantum, a OMS 
recomenda a anfotericina B lipossomal como primeira linha, os fármacos de antimónio 
pentavalente em segunda linha e, em terceira, a anfotericina B convencional. 23 
Face ao exposto, verifica-se que a leishmaniose visceral conta com um pequeno 
leque de opções terapêuticas. O custo elevado e toxicidade, a fraca eficácia em áreas 
Síntese de trioxolanos e avaliação da sua atividade antiparasitária em Leishmania donovani e 
Toxoplasma gondii 
Página | 14  
 
endémicas, devido à crescente resistência e as dificuldades ao nível da via de 
administração tornam estas soluções muito deficientes e reforçam a necessidade de 
desenvolvimento de novos candidatos. Seguidamente apresentam-se as caraterísticas 
dos fármacos antiparasíticos presentemente usados no tratamento de Leishmanioses.  
 
 
a. Antimónio pentavalente 
As terapêuticas baseadas em antimónio pentavalente constituíram o 
tratamento padrão para a leishmaniose visceral a partir de 1940.15 
Os primeiros fármacos sintetizados para este tipo de tratamento foram o 
estibogluconato de sódio e o antimoniato de meglumina7 que, apesar de serem 
bastante eficazes contra o parasita, são cardiotóxicos, hepatotóxicos e 
nefrotóxicos.19,25 
Apesar do tratamento com antimónio permanecer a base terapêutica na 
maioria das regiões do globo15,16, a sua elevada toxicidade, bem como as taxas 
crescentes de resistência observados na Europa e na Índia, levaram ao uso de 
medicamentos alternativos nessas regiões, tais como anfotericina B e os seus 
derivados lipossomais.15,26 
Há cerca de duas décadas, na Índia, as taxas de resistência antimonial 
generalizada alcançaram níveis muito elevados, apesar de noutras zonas do globo esta 
terapêutica continuar a apresentar taxas de eficácia na ordem dos 90 a 95%.13,16 
Alguns estudos indicam que a resistência da Leishmania a este tipo de 
tratamento se pode dever ao aumento do efluxo do metal e a uma diminuição na taxa 
de redução do antimónio pentavalente a trivalente (espécie ativa).20,27 
Os complexos de Sb (V) acumulam-se nas formas promastigotas e amastigotas. 
No entanto, estes derivados pentavalentes são descritos muitas vezes como pró-
fármacos, pois a sua redução para o estado trivalente Sb (III), tanto nos macrófagos 
como no próprio parasita, torna-os muito mais ativos.27 Ambos os estados oxidativos 
promovem a fragmentação do ADN, inibem processos metabólicos, e diminuem a 
capacidade do parasita degradar compostos tóxicos.20 Está descrito na literatura que o 
estado trivalente inibe a expressão de genes essenciais e aumenta o efluxo dos 
agentes oxidativos, promovendo stress oxidativo. O mecanismo de ação do estado 
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pentavalente ainda não é totalmente conhecido, mas existem evidências de que estará 
associado à complexação destas moléculas com riboses que estão presentes em várias 
biomoléculas, incluindo no ADN.28 Devido à sua hidrofilia, estes fármacos não são 
absorvidos através da barreira lipofílica intestinal, sendo facilmente protonados em 
meio aquoso, o que limita a sua biodisponibilidade oral. Assim, a via de administração 
mais frequente para este tipo de fármacos é a via intramuscular, que é bastante 
dolorosa. 
 
Figura I-5: Representação da estrutura química de Antimoniato de Meglumina 
A principal vantagem deste tipo de tratamento é o baixo custo. No entanto, as 
suas desvantagens são bastante numerosas, como a via de administração (via 
intramuscular), a necessidade de um tratamento prolongado (durante 21 a 30 dias) e 
eventuais efeitos colaterais, como pancreatite, arritmias cardíacas, entre outros, que 
colocam a vida do hospedeiro em risco.13 
 
b. Anfotericina B 
A anfotericina B é um polieno com excelente atividade contra leishmaniose 
visceral. Em alguns locais do mundo este fármaco passou a ser a primeira linha de 
tratamento, uma vez que a sua eficácia é muito semelhante à dos tratamentos com 
antimónio pentavalente. 13,16,17   
Mesmo considerando a sua eficácia, a anfotericina B não teria muitas 
vantagens sobre o antimónio pentavalente, uma vez que o tratamento obriga à 
hospitalização prolongada, aumentando os custos associados. A administração ocorre 
por perfusão e os são frequentes os efeitos colaterais, como febre e calafrios, devido à 
própria perfusão, nefrotoxicidade, entre outros. 13 
Com o surgimento de formulações lipídicas da anfotericina B (anfotericina B 
lipossomal, complexos lipídicos de anfotericina B e anfotericina B em dispersão 
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coloidal)17, em que vários lípidos substituíram o desoxicolato da formulação 
convencional, foram surgindo também mais vantagens no uso da anfotericina B. Estas 
formulações para além de serem altamente eficazes tornaram a terapia mais dirigida. 
A prevalência do fármaco em órgãos ricos em macrófagos diminui a toxicidade 
sistémica, reduzindo os efeitos nefrotóxicos e permitindo a redução de doses diárias e 
intervalos de tratamento.13,16 
No que respeita ao mecanismo de ação, a anfotericina B atua através da sua 
ação nas membranas celulares. Esta é capaz de formar poros nas membranas através 
da ligação a esteróis, tanto da membrana do protozoário (ergosterol) como do 
colesterol encontrado nas células humanas.29 A ligação com o ergosterol altera a 
permeabilidade da membrana dos promastigotas, o que vai provocar a sua lise. No 
caso de macrófagos, a sua ligação com o colesterol, funciona como um biomarcador, 
impedindo macrófagos infetados de fagocitar mais promastigotas, o que inibe o 
desenvolvimento dos parasitas.20,29 
A FDA licenciou a anfotericina B lipossomal para o tratamento da leishmaniose 
visceral7 em 1997, recomendando-a apenas para doentes imunocompetentes.16 Assim, 
a anfotericina B lipossomal passou a ser usada como fármaco de primeira linha em 
muitos países industrializados.17 Apesar de ter sido provado que a sua eficácia 
dependia do estado do sistema imunitário do hospedeiro, hoje em dia, é utilizada 
mesmo para doentes imunodeficientes.7 A contrapartida desta situação é o 
aparecimento de parasitas resistentes a anfotericina B, numa possível recidiva, dada a 
perda de eficácia.  
Aquando da escolha desta terapêutica devem ser tomados em conta os efeitos 
secundários do fármaco, que apesar de não serem tão nefastos como os do antimónio 
também podem ser preocupantes. Um bom exemplo é a nefrotoxicidade provocada 
pelas alterações de permeabilidade tubular nos rins, que colapsa o equilíbrio de pH e 
cálcio entre a membrana, levando à apoptose celular.20 
A grande problemática da utilização desta terapêutica prende-se com a questão 
económica, uma vez que, em relação ao antimónio, esta teria mais vantagens. No 
entanto, verifica-se que em países onde a leishmaniose visceral é endémica, os 
escassos recursos tornam este tipo de terapêutica inviável. As formulações lipídicas de 
anfotericina B são muito caras para os países onde são mais necessárias. 16  
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Figura I-6: Representação da estrutura química da anfotericina B 
 
c. Miltefosina 
A miltefosina (hexadecilfosfocolina), cuja estrutura química está representada na 
Figura I-7, é uma alquilfosfocolina30 que foi inicialmente usada como agente 
anticancerígeno.20  
Em 2002, a miltefosina, foi licenciada na Índia como o primeiro tratamento oral 
para leishmaniose visceral, incluindo para a infeção por parasitas resistentes a 
antimónio.26,31 A introdução da miltefosina constituiu um grande avanço para a gestão 
desta doença negligenciada, pois todos os outros tratamentos implicavam 
hospitalização ou administração por via parenteral.  
Apesar do grande avanço alcançado na Índia com a miltefosina, a sua inclusão 
na Lista Modelo de Medicamentos Essenciais da OMS demorou oito anos (2010).30 
A utilização da miltefosina foi aprovada na Alemanha em 2004 e na Colômbia 
em 2005.26 Em março de 2014 a FDA aprovou este fármaco para o tratamento de 
todos os tipos de leishmaniose.7  
A miltefosina é cada vez mais usada em combinação com outros fármacos, 
como segundo agente, de modo a aumentar a eficácia terapêutica e diminuir 
resistências.26 O mecanismo de ação da miltefosina ainda não é bem conhecido, mas 
as evidências experimentais disponíveis apontam para que a sua ação se deva a danos 
na membrana flagelar.32 A sua administração inibe a via de síntese de novo da 
fosfatidilcolina, cuja biossíntese está diretamente relacionada com a indução da 
apoptose celular.33 Para além disso, foi sugerido que o seu mecanismo de ação poderá 
estar relacionado com a interferência no metabolismo de alquilfosfolípidos e 
Síntese de trioxolanos e avaliação da sua atividade antiparasitária em Leishmania donovani e 
Toxoplasma gondii 
Página | 18  
 
glicosilfosfatidilinositol.32,34 Todos estes fatores, para além da sua semelhança com 
biomoléculas relacionadas com a transdução de sinais, levam à apoptose celular.35 O 
seu envolvimento na sobrevivência das células só ocorre após entrada do fármaco no 
protozoário, através de determinados mediadores membranares.20 Assim, facilmente 
se equaciona o aumento de eficácia na terapêutica combinada de anfotericina B 
lipossomal e miltefosina.  
Sendo este fármaco bem tolerado e com biodisponibilidade oral, torna-se uma 
boa opção para doentes co-infetados pelo VIH, tendo em conta possíveis 
complicações, tais como interações medicamentosas.30 
Apesar de todas as vantagens garantidas por este fármaco, a miltefosina é 
contraindicada em grávidas, devido à sua teratogenicidade e poder abortivo. Para 
além disso, recomenda-se que as mães não amamentem durante 5 meses após o 
tratamento.7 A miltefosina pode também provocar efeitos secundários 
gastrointestinais, como diarreia, vómitos e náusea.36   
Muitos dos efeitos secundários deste fármaco devem-se ao tempo de semivida 
prolongado que apresenta. Para além disso, este fator favorece a formação de 
espécies de Leishmania resistentes.20 O custo da terapêutica também é um fator 
limitativo da sua utilização em alguns países.36 
 
 
Figura I-7: Representação da estrutura química de miltefosina 
 
d. Paromomicina 
A paromomicina é um antibiótico da classe dos aminoglicosídeos cuja estrutura 
está representada na Figura I-8. A sua atividade terapêutica foi descoberta nos anos 
sessenta,37 tendo sido inicialmente utilizada no tratamento tópico de leishmaniose 
cutânea. Atualmente também é usada no tratamento de leishmaniose visceral.38,39 
Em 2007 foram publicados estudos em que se verificou que a paromomicina 
injetável não é menos eficaz que a anfotericina B no tratamento da leishmaniose 
visceral.13,40,21  
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Na Índia, onde ocorreram testes de fase III desde 200641, a utilização de 
paromomicina intramuscular é hoje uma alternativa terapêutica, sendo sobretudo 
usada em regimes de combinação com outras terapêuticas.30 
A paromomicina ainda não está disponível nos Estados Unidos, sendo 
requisitada apenas através de mecanismos especiais.7  
No que respeita ao seu mecanismo de ação, pensa-se que a paromomicina 
inibe a síntese proteica através de alterações ribossomais.20,42 O que torna este 
antibiótico especialmente interessante é o facto de ser uma terapêutica bastante 
direcionada, uma vez que a sua atividade é muito superior no ARN ribossomal de 
protozoário (tanto em formas amastigotas como promastigotas) do que no hospedeiro 
mamífero.39 
Devido a alterações do gradiente de eletrões intermembranar, a paromomicina 
vai progressivamente impedindo o fornecimento de energia através da cascata 
mitocondrial do processo respiratório.43 Este processo e a inibição da dissociação das 
subunidades ribossomais 44, contribuem para a ação farmacológica da paromomicina.  
 
 
Figura I-8: Representação da estrutura química de paromomicina 
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1.2. Toxoplasmose 
Toxoplasma gondii é um protozoário que infeta um terço da população 
mundial45, sendo considerada uma das cinco Infeções Parasitárias Negligenciadas, que 
têm sido alvo de ação por parte do CDC.46 
A toxoplasmose é uma zoonose47 considerada como uma das principais causas 
de morte atribuídas a doenças transmitidas por alimentos nos Estados Unidos da 
América.46  
Esta está presente em todos os países do mundo e a sua seropositividade varia 
de menos de 10% a mais de 90%.48,49 As taxas de infeção do protozoário são superiores 
em climas quentes e húmidos e a baixas altitudes.50 Assim, verifica-se maior 
prevalência na América do Sul e em países do Médio Oriente, onde a situação 
económica também é bastante frágil.49 
O vasto número de pessoas imunocomprometidas, por VIH, transplantação de 
órgãos ou até por tratamentos com imunossupressores, pode ser visto como um 
indicador propenso à reativação de agentes patogénicos como o Toxoplasma gondii.51  
Normalmente, esta infeção é adquirida pela ingestão de alimentos ou água 
contaminados com oocistos ou pela ingestão de cistos em tecidos animais mal cozidos 
ou contidos em carne ingerida crua. 45,52 A infeção pode também resultar do contacto 
direto com gatos infetados, através da ingestão de oocistos inicialmente presentes nas 
suas fezes.48 A doença não é transmitida de pessoa-para-pessoa, salvo em casos de 
toxoplasmose congénita (mãe - filho), transfusão de sangue ou transplante de 
órgãos.50 
O diagnóstico de toxoplasmose é normalmente conseguido por serologia, 
embora os cistos possam ser analisados por biópsia. Em infeções congénitas, podem 
ser detetadas infeções através da análise de ADN de T. gondii no líquido amniótico.53 
Apesar da infeção aguda adquirida poder ser assintomática ou manifestar-se de 
forma semelhante a uma gripe, uma infeção primária em doentes 
imunocomprometidos ou a reativação de uma infeção crónica de toxoplasmose 
podem causar problemas graves, como linfoadenopatias e doenças oculares.45–47 
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1.2.1. Manifestações clínicas 
A expressão da doença está relacionada com o tamanho do inóculo, a 
virulência do organismo, a carga genética, o sexo, a idade52 e o estado imunológico54, 
para além de fatores inerentes ao parasita, tais como o estadio infetante e a via de 
infeção.45 
Tendo em conta os vários fatores, verificam-se diferentes manifestações de 
toxoplasmose: 
 Toxoplasmose adquirida aguda é a forma mais comum de 
toxoplasmose. Pode ser assintomática ou apresentar sintomas 
semelhantes a gripe, como febre, cefaleia, mialgias e mal-estar.47 
 Linfoadenopatia é a sintomatologia mais reconhecida, podendo durar 
mais de seis meses.47 O diagnóstico ocorre muitas vezes após biopsia 
por suspeita de linfoma, uma vez que se trata de uma hiperplasia 
folicular reativa.45 Para além dos gânglios linfáticos aumentados, esta 
pode estar associada a febre, fadiga, dores musculares, e cefaleias.55 
 Toxoplasmose na gravidez. A infeção após conceção pode provocar 
algumas anomalias congénitas, como aumento ou diminuição do 
tamanho da cabeça.45,56 Esta situação é das mais graves na infeção por 
Toxoplasma.57 Quando a infeção ocorre no início da gravidez o dano 
fetal é maior.58 Para além de possibilidades de aborto, nado morto, ou a 
tríade clássica de toxoplasmose congénita (coriorretinite, hidrocefalia e 
calcificação intracerebral)45,47,56, em 90% dos fetos infetados a infeção é 
assintomática ao nascimento, podendo ocorrer potencial perda de 
visão, deficiência mental e convulsões posteriormente, ao longo da 
vida.47 
 Coriorretinite resulta geralmente de uma infeção congénita reativada48, 
mas também pode ocorrer por infeção após o nascimento. A doença no 
olho é provocada pela lesão inflamatória aguda da retina, provocando 
dor ocular, fotofobia, lacrimejamento e visão turva.56 Ao longo do 
tempo, se as estruturas centrais da retina forem envolvidas pela infeção 
haverá perda progressiva de visão, levando a cegueira.58 
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 Toxoplasmose em imunocomprometidos: após resolução de uma 
infeção aguda, os cistos estão presentes em vários tecidos, sendo a 
reativação da doença latente muito comum em situações de 
comprometimento do sistema imunitário, como é o caso de doenças 
como VIH, tratamentos com radio e quimioterapia e transplantes de 
órgãos.47 Uma vez que os bradizoítos têm maior apetência para formar 
cistos no tecido neural, muscular e ocular, este estado de reativação 
pode causar encefalite48, coriorretinite e miocardite.45,47,58 
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1.2.2. O parasita: Toxoplasma gondii 
A descoberta deste parasita ocorreu em 1908 mas foi em 1939 que Wolf, 
Cowen e Paige identificaram conclusivamente T. gondii como causa de doença 
humana.59 
Toxoplasma gondii é um protozoário ubíquo, pertencente ao filo 
Apicomplexa.60 O seu ciclo de vida é facultativamente heteroxeno,59 ou seja, possui 
hospedeiros definitivos e hospedeiros intermediários. 
Este possui três formas infetantes: esporozoítos nos oocistos esporulados, 
bradizoítos contidos em cistos e taquizoítos. Também ocorre numa forma não 
infetante: merozoítos.61  
Toxoplasma é um parasita intracelular obrigatório que ao longo do tempo 
desenvolveu a capacidade de invadir células do hospedeiro sem provocar a sua lise, 
evitando a ativação do sistema imunitário, permanecendo em latência e recorrendo 
aos nutrientes celulares do hospedeiro.62  
O ciclo sexuado do parasita ocorre apenas na família Felidae, que são os seus 
hospedeiros definitivos.63  
Através do seu ciclo de vida, representado na Figura I-953, é visível verificar que 
os felídeos infetados libertam oocistos não esporulados através das suas fezes.45 Esta 
eliminação ocorre normalmente durante uma a duas semanas. Conclui-se que apenas 
as fezes dos hospedeiros definitivos são infeciosas e a propagação da doença através 
de outros hospedeiros só é possível através de cistos tecidulares.47 
Após os oocistos serem libertados no ambiente, as condições de pressão, 
temperatura e humidade permitem a esporulação, tornando-os infeciosos. Animais 
homeotérmicos, como ratos e pássaros, são infetados através do solo, água ou 
vegetais,53 uma vez que os oocistos são formas parasitárias muito resistentes, que 
podem permanecer meses ou até anos dispersos no ambiente.55 
Após ingestão, os oocistos são rapidamente transformados em taquizoítos53 
que se vão alojar nos tecidos, maioritariamente nos tecidos neural e muscular, 
desenvolvendo cistos com bradizoítos.48,61 
Num hospedeiro definitivo, após ingestão, os taquizoítos invadem enterócitos e 
replicam-se.64 Após cinco estágios de diferenciação ocorre a formação dos gâmetas. 
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Estes fundem-se e originam o ovo, que após segregar a parede cística dá origem ao 
oocisto não esporulado.62 
Num hospedeiro intermediário, os taquizoítos podem infetar e replicar-se em 
todas as células que contenham núcleo.45 Estes aderem à célula do hospedeiro65 e 
penetram-na, formando um vacúolo dentro do qual se dividem.61 A formação do 
vacúolo ocorre por invaginação da membrana celular, num processo mais rápido que a 
fagocitose e endocitose devido a microestruturas específicas existentes em 
organismos Apicomplexa.66 
 
 
Figura I-9: Ciclo de vida de Toxoplasma gondii 
Fonte: adaptado de CDC- Centers for Disease Control and Preventtion53  
  
A replicação do parasita na forma de taquizoítos prossegue até à lise celular, 
infetando células adjacentes.61 Esta multiplicação rápida provoca respostas 
inflamatórias fortes, provocando as manifestações clínicas da doença. Para além disso 
a pressão inflamatória leva o parasita a diferenciar-se em bradizoítos, que são formas 
infetantes de divisão lenta.45 
Os bradizoítos permitem a permanência do parasita no hospedeiro por longos 
períodos, sendo a formação de cistos uma forma de fuga ao sistema imunológico.58 
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No hospedeiro humano, os parasitas alojam-se comumente no músculo 
esquelético, miocárdio, cérebro e olhos, causando vários sintomas clínicos, incluindo 
encefalite, coriorretinite e mortalidade neonatal. 59  
No caso de infeção primária em grávidas, o parasita passa pela placenta, 
permanecendo na circulação fetal. O risco de transmissão vertical é muito superior no 
último trimestre da gravidez.45 
 
1.2.3. Tratamento atual 
A compreensão das principais vias de transmissão e das fontes mais prováveis 
de infeção é importante para o desenvolvimento de medidas de saúde pública eficazes 
para a prevenção e tratamento da toxoplasmose. 
Como verificado anteriormente, a maioria das infeções agudas são 
assintomáticas e, portanto, não são tratadas. No entanto, quando há sintomatologia 
(como a infeção em pessoas imunocomprometidas ou grávidas) é da máxima 
importância tratar a toxoplasmose e prevenir a sua transmissão. O impedimento da 
progressão da doença ocular é outro objetivo importante do tratamento. 
No desenvolvimento de agentes antimicrobianos eficazes contra os parasitas 
Apicomplexa o passo crítico é a chegada dos mesmos ao alvo. Para que consigam 
chegar ao alvo, os fármacos têm que atravessar células hospedeiras e o vacúolo 
parasitóforo para entrar nos parasitas e nos seus organelos especializados. Esta 
situação é provavelmente a meta mais difícil de alcançar para o design de novos 
fármacos contra a toxoplasmose, uma vez que os bradizoítos estão em cistos, o que 
dificulta ainda mais essa tarefa.67 
Na década de cinquenta, começaram a usar-se antimicrobianos para 
tratamento da toxoplasmose, tendo sido Coleman e Eyles a introduzir a pirimetamina 
e as sulfonamidas como terapias anti-toxoplasma.58 
Atualmente, as terapêuticas de primeira linha para o tratamento de 
toxoplasmose incluem pirimetamina, sulfadiazina e ácido folínico, por via oral, em 
terapia combinada. No entanto são também utilizados outros fármacos, como a 
clindamicina, a claritromicina, a azitromicina e a atovaquona.47 Para grávidas 
recomenda-se a espiramicina (no primeiro e início do segundo trimestre de gravidez) 
ou pirimetamina / sulfadiazina no final de segundo e terceiro trimestres.45 No caso de 
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lactentes potencialmente infetados, o tratamento é geralmente composto por 
pirimetamina, uma sulfonamida, e ácido folínico, no decorrer do primeiro ano.68 
Os fármacos usados são, maioritariamente, os referidos, mas as terapêuticas 
podem variar tendo em conta o grau da infeção e a capacidade imunológica da pessoa 
infetada. Assim, são usadas doses mais elevadas em situações agudas e tratamentos 
mais longos, evitando recaídas, em doentes imunocomprometidos.47 Na doença 
ocular, para além dos fármacos de primeira linha, podem ser indicados 
corticosteroides, devido aos processos inflamatórios da mácula.69 Em alguns países faz-
se profilaxia da toxoplasmose através da utilização de cotrimoxazol ou dapsona, com 
pirimetamina e ácido folínico.47 
Tendo em conta a panóplia de agentes antimicrobianos que é possível usar no 
tratamento da toxoplasmose, poderia pensar-se que o controlo desta doença seria 
algo fácil de alcançar. Todavia, para além dos custos elevados destes fármacos e da 
falta de acessibilidade e segurança associadas ao seu uso em mulheres grávidas, a 
adesão à terapêutica também pode ser um problema, visto que os regimes 
terapêuticos podem obrigar o doente a tomar um número considerável de 
medicamentos por dia.69 
 
a. Pirimetamina 
A pirimetamina, representada na Figura I-10, é um antibiótico amplamente 
utilizado no tratamento da toxoplasmose.55 
Este fármaco, um antimetabolito, interfere com a síntese de ácido fólico69 
através da inibição competitiva da enzima dihidrofolato redutase.70 Este fármaco tem 
afinidade superior para a enzima do protozoário71, conferindo assim alguma 
seletividade ao tratamento. A sua utilização é mais eficaz na fase aguda da doença, ou 
seja, no processo de proliferação do parasita, uma vez que a necessidade de ácido 
fólico é superior.55,72 
A utilização de pirimetamina conduz ao aumento da concentração celular de 
dihidrofolatos não funcionais. A combinação com sulfonamidas, inibidores da síntese 
de dihidrofolato, permite inibir dois passos consecutivos da via de síntese do ácido 
fólico.70,71 
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Durante o tratamento devem ser monitorizados alguns parâmetros sanguíneos, 
sendo a contagem de células sanguíneas e plaquetas procedimentos padrão. A 
utilização de pirimetamina provoca supressão da medula óssea e hematúria.73 Para 
além disso, este fármaco é um antagonista da zidovudina, um antirretroviral usado no 
tratamento da SIDA. Assim, co-infetados com VIH em tratamento antirretroviral devem 
evitar este fármaco.69 
A pirimetamina também pode ser utilizada como profilaxia contra a 
toxoplasmose em transplante de órgãos.58 A sua utilização durante a gravidez é 
possível, no entanto é categorizada como fármaco de categoria C. A sua combinação 
com ácido folínico, para o tratamento da toxoplasmose fetal durante o segundo e 
terceiro trimestre, é comum,74 apesar de poder apresentar alguma teratogenicidade.75 
Segundo a OMS, a utilização de pirimetamina, combinada com outros 
fármacos, em crianças até um ano de idade76, deve ser restrita a situações em que a 
relação beneficio/risco é elevada. Este fármaco é excretado no leite materno, devendo 
ser usado com precaução em mulheres a amamentar. A segurança da pirimetamina 
em crianças também não foi cabalmente demonstrada. Porém, este fármaco faz parte 
da Lista Modelo da OMS de Medicamentos Essenciais para Crianças.68 Outros efeitos 
secundários possíveis da utilização deste fármaco são erupções cutâneas, convulsões, 
febre, vómitos e diarreia.73 Acresce que a crescente resistência microbiana é um 
problema a ter em conta na utilização deste tipo fármacos. 
 
 
Figura I-10: Representação da estrutura química da Pirimetamina 
 
b. Sulfadiazina 
A sulfadiazina, representada na Figura I-11, é uma sulfonamida muito utilizada 
no tratamento da toxoplasmose, em combinação com a pirimetamina.55,70 A utilização 
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desta combinação permite a diminuição da dose efetiva, mitigando assim os efeitos 
secundários inerentes a essa terapêutica.71 
Este fármaco atua como um antimetabolito (antifolato). Compete com o PABA 
(ácido para-aminobenzoíco), impedindo a biossíntese de ácido fólico, importante para 
a síntese de precursores dos ácidos nucleicos.70,72 Ou seja, a utilização da sulfadiazina 
impede a formação de dihidrofolatos funcionais, cuja alta concentração contrariaria a 
eficácia da pirimetamina, uma vez que esta também atua por inibição competitiva.71  
Apesar de também fazer parte da Lista Modelo da OMS de Medicamentos 
Essenciais para Crianças, a utilização em crianças até 2 meses de idade é 
contraindicada, exceto se utilizado no tratamento da toxoplasmose congénita.68 Os 
principais efeitos secundários da sulfadiazina são a supressão da medula óssea, febre, 
erupções cutâneas, vasculite, nefropatia, vómitos e náuseas.73 
Os dados sobre a utilização de sulfadiazina em grávidas são limitados, sendo 
evitada a sua utilização após as 32 semanas de gestação. A OMS recomenda evitar a 
amamentação durante o tratamento com sulfadiazina, uma vez que esta é excretada 
pelo leite materno.68  
A possibilidade de a sulfadiazina causar reações alérgicas graves69 aliada à sua 
toxicidade, levaram alguns clínicos a trocar a sulfadiazina pela dapsona.47 
 
Figura I-11: Representação da estrutura química da Sulfadiazina 
 
c. Ácido folínico 
O ácido folínico, representado na figura I-12, é um derivado do ácido 
tetrahidrofólico, facilmente convertido no mesmo, o que permite ao fármaco intervir 
em vários processos metabólicos.77 Para além de ter atividade vitamínica semelhante 
ao ácido fólico, a sua ação é independente da dihidrofolato-redutase, o que permite a 
sua ação de proteção da medula óssea, sem afetar a eficácia de fármacos que inibam a 
enzima.68,69 
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O ácido folínico é usado para prevenir os efeitos tóxicos de altas doses de 
antimicrobianos inibidores da dihidrofolato-redutase, como o trimetoprim, a 
pirimetamina e sulfadiazina. No entanto, a sua utilização deve ser clinicamente bem 
estudada, uma vez que pode exercer um efeito antagonista da medicação anti-
toxoplasma.78 
Os principais efeitos secundários da utilização de ácido folínico são a 
possibilidade de aparecimento de erupções cutâneas, eritemas e urticária, de provocar 
sibilos e trombocitose. Também pode ocorrer hipersensibilidade ao fármaco.73 
 
Figura I-12: Representação da estrutura química do ácido folínico. 
 
d. Clindamicina 
A clindamicina, representada na figura I-13, é um antibiótico muito usado como 
alternativa a sulfadiazina, em casos de evidências de toxicidade com sulfonamidas.47 
Assim, a clindamicina  também é utilizada em combinação com a pirimetamina.68  
Em cerca de 40% dos casos de toxoplasmose, a combinação de pirimetamina e 
sulfadiazina com a adição de ácido folínico, usada como terapêutica de primeira linha, 
é interrompida devido a efeitos da toxicidade do tratamento. Normalmente, a 
toxicidade deve-se à sulfonamida, sendo esta substituída pela clindamicina.70 Este 
fármaco é facilmente absorvido, alcançando concentrações intracelulares elevadas 
contra T. gondii.69 A clindamicina é categorizada como de classe B na gravidez. É 
excretada pelo leite materno e a sua forma parentérica contém álcool benzílico, um 
composto que tem sido associado a uma síndrome fatal em prematuros.68 
No que respeita ao mecanismo de ação, pensa-se que a clindamicina é um 
antibiótico que altera a função ribossomal do protozoário, impedindo a síntese 
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proteica.70,79 No entanto, na literatura sugere-se outros organelos partilhados por 
organismos Apicomplexa, como possíveis alvos.79 
A colite pseudomembranosa e a supressão da medula óssea são alguns dos 
efeitos secundários da clindamicina, podendo também advir da sua utilização situações 
como hipotensão, arritmia cardíaca e erupções cutâneas.73 
 
Figura I-13: Representação da estrutura química da Clindamicina 
 
e. Espiramicina 
A espiramicina é um bacteriostático do grupo dos macrólidos.79 Os macrólidos 
são fármacos caracterizados pelo seu anel macrocíclico, sendo os mais importantes os 
que têm 14, 15 e 16 membros. A espiramicina tem 16 membros.80  
No que diz respeito à sua ação anti-toxoplasma, este fármaco, representado na 
figura I-14, é a alternativa ao tratamento de primeira linha durante a gravidez e em 
recém-nascidos,47 uma vez que nem a sulfadiazina e nem a pirimetamina são 
recomendadas, exceto quando confirmada a infeção fetal.79  
Em geral, na Europa,73 a espiramicina é recomendada para o primeiro e 
segundo trimestres da gravidez, sendo o tratamento padrão (pirimetamina / 
sulfadiazina e ácido folínico) usado no fim do segundo e terceiro trimestres, quando há 
infeção aguda fetal pelo T. gondii.68 
Tal como os outros fármacos com atividade anti-toxoplásmica, a espiramicina é 
ativa contra taquizoítos, através da ligação reversível com a subunidade 50S dos 
ribossomas, desestabilizando a sua ligação com os péptidos em processo de formação, 
através de um efeito esterico.79,81 
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Uma vez que este fármaco se concentra no tecido placentário,70 reduz a 
transmissão congénita de toxoplasmose. No entanto, caso o feto seja infetado, o 
tratamento com pirimetamina, sulfadiazina e ácido folínico é o mais recomendado. 58 
Este fármaco não é embriotóxico ou teratogénico. No entanto pode conduzir a 
efeitos secundários como erupções cutâneas, colide pseudomembranosa, diarreia, 
náuseas, vómitos e parestesia (formigueiro). 82  
 
 
Figura I-14: Representação da estrutura química da Espiramicina 
 
f. Sulfametoxazol + Trimetoprim 
A combinação de trimetoprim com sulfametoxazol é uma alternativa à 
utilização de pirimetamina e sulfadiazina.68  
O mecanismo de ação desta combinação fixa de antibióticos é semelhante à 
combinação de pirimetamina e sulfadiazina, uma vez que interfere em dois passos da 
via de síntese do ácido tetra-hidrofólico. A sulfonamida (sulfafametoxazol) impede a 
conversão do ácido para-aminobenzóico (PABA) em ácido fólico, e o trimetoprim 
impede a redução do dihidrofolato a tetrahidrofolato.70,83 
A afinidade da dihidrofolato-redutase do Toxoplasma pelo trimetoprim-
sulfametoxazol não é tão elevada como pela pirimetamina, pelo que a sua eficácia é 
menor. Esta é a razão pela qual a combinação de trimetoprim com sulfametoxazol não 
é usada como terapêutica de primeira linha.71  
Esta combinação de fármacos é categorizada na gravidez como classe C, pois 
atravessa a barreira placentária84, e não deve ser usada durante a amamentação, uma 
vez que é excretada pelo leite materno. A utilização em crianças com menos de 2 
meses de idade não é recomendada, principalmente em bebés prematuros ou com 
deficiência de glicose-6-fosfato desidrogenase.68 O trimetoprim-sulfametoxazol pode 
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ser utilizado como profilaxia contra a toxoplasmose em situações de transplante de 
órgãos.58  
Os principais efeitos secundários da utilização combinada destes dois fármacos, 
representados quimicamente na figura I-15, são a supressão da medula óssea, 
erupções cutâneas, hipotensão, febre, vómitos e náuseas.73 
 
 
g. Atovaquona e outros fármacos 
A atovaquona é uma hidroxi-naftoquinona, um análogo da ubiquinona 
protozoária, com uma potente atividade contra Toxoplasma.85  
A ubiquinona é uma proteína presente na membrana mitocondrial, importante 
para a cadeia transportadora de eletrões. A utilização da atovaquona, representada 
quimicamente na figura I-16, colapsa o potencial elétrico da membrana mitocondrial, 
uma vez que impede a ligação da ubiquinona com o citocromo bc1.86  
A atovaquona impede o processo respiratório, o que implica imediatamente a 
inibição da formação de ATP. Para além disso, as enzimas da via metabólica de 
formação de pirimidinas para o ADN também são inibidas, levando à morte do 
parasita. 70,87 A atovaquona, para além de ser eficaz contra taquizoítos, como as outras 
terapêuticas relatadas até agora, também é eficaz contra cistos tecidulares.51,79 Apesar 
de esta eficácia ser evidente em modelos animais, em humanos a resposta não é tão 
clara, verificando-se melhoras modestas no que respeita à toxoplasmose ocular, 
apenas quando as lesões são de pequenas dimensões.69  
A atovaquona é uma alternativa em pacientes com VIH,69,85 sendo muito útil no 
tratamento de infeções oculares e cerebrais.47,70 Os seus principais efeitos secundários 
são erupções maculopapulares cutâneas, náuseas, diarreia e dores de cabeça. Não 
Figura I-15: Representação das estruturas químicas de Trimetoprim (A) e Sulfametoxazol (B) 
A B 
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causa mielossupressão, o que é sem dúvida a sua grande mais-valia, para o tratamento 
em imunocomprometidos.87 
O grande problema relacionado com a utilização de atovaquona é a taxa de 
desenvolvimento de resistência ao fármaco, pelo parasita. A ação do fármaco é 
facilmente afetado por mutações no citocromo bc1, baseadas na inserção de um 
resíduo mais volumoso na bolsa de ligação com a ubiquinona, aumentando o 
impedimento estérico. Isso impede a ligação com a atovaquona ou torna-a muito 
frágil.86 
 
 
Figura I-16: Representação da estrutura química da Atovaquona 
Para além dos fármacos referidos, o tratamento da toxoplasmose conta com 
outras classes de fármacos para aliviar os sintomas e minimizar os efeitos secundários 
da antibioterapia. Os corticosteroides são várias vezes prescritos para redução da 
sintomatologia da doença,45,68 como é o caso da administração intravítrea de 
dexametasona no tratamento adjuvante de toxoplasmose ocular.69 
A toxicidade dos medicamentos é um grande problema no tratamento da 
toxoplasmose, daí a importante tarefa de adequar o melhor antibiótico à situação e ao 
utente em causa, tendo em conta a sua situação em termos imunitários.47 
O incremento de opções terapêuticas é crucial, tanto para oferecer uma 
melhor qualidade de vida aos doentes como para colmatar a falha de alternativas 
terapêuticas, dado o crescimento exponencial de resistência aos antibióticos que se faz 
sentir a nível mundial.  
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II.  Endoperóxidos 
 
2.1. Artemisinina e derivados semissintéticos 
A artemisinina é uma lactona sesquisterpénica, isolada no início da década de 
setenta do século passado a partir da planta chinesa Artemisia annua, também 
designada por quinghaosu. 88 
Como se verifica pela representação estrutural da figura II-1, a artemisinina é 
um 1,2,4-trioxano tetracíclico que contém uma ponte de endoperóxido.89 É um sólido 
inodoro, incolor e cristalino, com ponto de fusão 156 - 157 ºC.90 Desde cedo se pensou 
no endoperóxido da sua estrutura química como possível farmacóforo88,91, no entanto, 
o grupo endoperóxido era à primeira vista demasiado reativo e, como tal, demasiado 
instável, pelo que adveio algum ceticismo cientifico em relação à ideia. Estudos 
posteriores demonstraram que esta molécula era bastante estável em condições 
fisiológicas e que o composto apresentava uma extraordinária atividade anti-malárica, 
exibindo um ação rápida, segura e eficaz contra as estirpes multirresistentes.92 
 
Figura II-1: Representação da estrutura química da Artemisinina 
Embora eficaz, a artemisinina apresenta algumas desvantagens: semivida no 
plasma curta, biodisponibilidade limitada, fraca solubilidade, quer em óleo quer em 
água e taxa de recrudescência em doentes tratados não negligenciável.93  
O curto tempo de semivida deste fármaco e a taxa de recrudescência são 
alguns dos fatores que deixam antever a possível resistência a este tipo de fármacos, 
uma vez que os parasitas não são suscetíveis a concentrações sub-terapêuticas do 
fármaco. Dado que a evidência de resistência à artemisinina in vivo ainda está 
confinada à fronteira Tailândia-Camboja, a quimioterapia de combinação à base de 
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artemisinina é recomendado pela OMS, com vista a retardar a recrudescência da 
parasitose.94–96 
A otimização de propriedades como a solubilidade e a atividade farmacológica 
da artemisinina conduziu ao desenvolvimento de alguns derivados, os quais se 
designaram como derivados de primeira geração. Estes têm uma estrutura 
semelhante, com modificações na posição C-10, e incluem fármacos como a 
dihidroartemisinina, o arteméter e o artesunato, representados nas figuras II-2, II-3 e 
II-4, respetivamente.89 
 
Figura II-2: Representação da estrutura química da Dihidroartemisinina 
A dihidroartemisinina (DHA) pode ser obtida a partir da artemisinina, por 
redução com tetrahidroborato de sódio (NaBH4), sendo muito mais potente que esta, 
in vitro.93 Este composto é um metabolito ativo de todos os derivados da artemisinina. 
No entanto verificou-se que pode induzir neurotoxicidade em modelos animais.93 
De entre os derivados semissintéticos da artemisinina, os mais importantes são 
o arteméter e o artesunato. Em geral, os compostos mais lipofílicos são mais ativos do 
que os mais polares. 97  
 
Figura II-3: Representação da estrutura química do Arteméter 
O arteméter é um éter β-alquilado da dihidroartemisinina, desenvolvido para 
aumentar a solubilidade lipídica, o perfil farmacocinético e atividade anti malárica, 
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relativamente ao fármaco precursor. Contudo, visto estes derivados serem 
metabolizados a DHA, apresentam alguma neurotoxicidade. Assim, o grande desafio 
tornou-se identificar estruturas de peroxídicas que combinem eficácia com 
propriedades biofarmacêuticas que assegurem uma boa absorção e biodisponibilidade 
oral e um bom perfil de segurança, tendo em conta os possíveis metabolitos. 96,97 
 
Figura II-4: Representação da estrutura química do Artesunato 
O artesunato é um éster da DHA, solúvel em água, sendo rapidamente 
hidrolisado. A sua preparação deve ser extemporânea e deve ser administrado em 
dextrose ou soro fisiológico.70 
Do grupo de derivados de primeira geração, o ácido artelínico, representado na 
figura II-5, foi o que apresentou menor toxicidade. No entanto, a sua potência 
antiparasitária também é menor.93  
 
Figura II-5: Representação da estrutura química do Ácido artelínico 
Com base nas evidências de que o grupo peróxido é o farmacóforo93, a 
investigação de novos compostos focou-se no mecanismo de ação dos fármacos, de 
modo a potenciar a sua atividade, impedindo alterações moleculares desnecessárias. 
Uma das grandes observações feitas no decurso deste processo foi o facto do núcleo 
da artemisinina ser dispensável para a atividade antiparasitária93, permitindo a 
conceção e síntese de estruturas peroxídicas muito mais simples.  
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2.1.1. Mecanismo de ação  
A evolução dos derivados da artemisinina com boa atividade antiparasitária e 
boas características biofarmacêuticas foi marcada pela investigação do mecanismo de 
ação destes compostos, de modo a avaliar a relação estrutura-atividade dos mesmos, 
racionalizando a pesquisa e os recursos usados. 
Apesar dos inúmeros trabalhos encontrados na literatura que denotam uma 
extensa pesquisa sobre o mecanismo de ação, este é, ainda hoje, um tópico de aceso 
debate, dada a sua complexidade.89,98,99 
Acredita-se que a atividade farmacológica dos derivados da artemisinina está 
dependente da ativação da ponte endoperóxido.89 O mecanismo de ativação do 
endoperóxido é um dos aspetos em debate, havendo duas hipóteses principais: a cisão 
redutiva, em que há clivagem homolítica do peróxido, com transferência de um eletrão 
do Fe(II), formando radicais centrados em oxigénio que sofrem rearranjos originando 
radicais centrados em carbono100,101; o modelo do peróxido aberto, em que o Fe(II) 
atua como um ácido de Lewis.102  O carbocatião formado é estabilizado pelo oxigénio 
que não faz parte da ligação peróxido, facilitando a abertura do anel.103 Após reação 
com água, formam-se hidroperóxidos insaturados, espécies com elevada capacidade 
como oxidantes.104 
A fonte biológica de Fe(II) foi outro dos aspetos investigado pela comunidade 
científica, aceitando-se hoje que esta inclui Fe(II)  livre, heme e hemoglobina.98  
Uma vez ativados, os endoperóxidos podem impedir múltiplas funções 
enzimáticas, incluindo as da via de desintoxicação do heme e as da proteína PfTCTP, 
uma ATPase do Plasmodium falciparum dependente de cálcio, presente na membrana 
do reticulo endoplasmático e na mitocôndria, tal como foi verificado através dos 
trabalhos da equipa de Eckstein-Ludwig.99 
Alguns estudos têm também demonstrado que a artemisinina e seus derivados 
afetam respostas imunitárias através da supressão da síntese de óxido nítrico (NO). 
Estes estudos proporcionam evidência de que uma parte significativa do efeito da 
artemisinina também pode ser devido ao TNF.101  
Todos estes fatores fazem com que muitas dúvidas acerca do mecanismo de 
ação desta classe de fármacos permaneçam por esclarecer.105 À medida que o 
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conhecimento vai avançando, a complexidade do mecanismo vai sendo revelada, 
suscitando mais investigação. 
 
2.2. 1,2,4-Trioxolanos 
Apesar de todas as vantagens inerentes à utilização dos derivados da 
artemisinina, a sua utilização ainda é limitada pelo custo e disponibilidade, que 
acrescem a limitações farmacocinéticas, tal como acima referido.106 
A grande desvantagem de todos os compostos semissintéticos referidos é que 
a sua produção exige a artemisinina como ponto de partida. Como descrito, a 
artemisinina é extraída a partir da planta Artemisia annua. Essa extração tem baixo 
rendimento e requer uma produção significativa de culturas.107  
Com base no corpo de evidências de que o grupo peróxido é responsável pela 
ação antiparasitária, e de forma a contornar este problema, tem sido sintetizada e 
testada uma ampla gama de peróxidos sintéticos93, entre os quais se enquadra o grupo 
dos trioxolanos. 
A vantagem dos trioxolanos sintéticos sobre a artemisinina e derivados é a 
maior disponibilidade e menor custo. A síntese é relativamente simples e de 
rendimento superior, sendo a utilização destes compostos uma alternativa 
economicamente muito vantajosa em relação à artemisinina.102 
Os 1,2,4-trioxolanos, mais comumente conhecidos como ozonídeos 
secundários97, têm um núcleo heterocíclico de 5 átomos que inclui a ponte 
endoperóxido, como se pode ver na Figura II-6. Estes compostos são intermediários na 
transformação de alcenos em compostos carbonílicos, durante a ozonólise.108 
 
Figura II-6: Representação da estrutura química do núcleo de um 1,2,4-trioxolano 
Alguns ozonídeos secundários, selecionados de uma vasta biblioteca com 
variabilidade estrutural apreciável, mostraram ser mais ativos que o artesunato e 
arteméter, além de apresentarem maiores tempos de semivida e melhor 
biodisponibilidade oral.102 
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Estudos nesta área permitiram verificar que alterações estruturais em algumas 
posições conduzem a diferenças relevantes nas propriedades farmacológicas.109 Os 
trioxolanos lipofílicos tendem a ter melhor biodisponibilidade oral do que os que têm 
grupos polares (tendo em conta o facto de tal fator também aumentar o possível 
efeito de primeira passagem), e os grupos funcionais neutros e básicos conduzem a 
bons perfis de atividade antimalárica.110 Para além disso, verificou-se que os derivados 
simetricamente substituídos eram significativamente menos ativos que os 
assimétricos.108  
Verificou-se que os trioxolanos sem o sistema espiro-adamantano não possuem 
atividade antimalárica, o que mostrou que este é essencial,97,108 contribuindo para a 
estabilidade do composto no plasma.100 Conclui-se assim que, apesar de ser crucial 
para a atividade antiparasitária, o endoperóxido necessitava de substituintes 
específicos, como o anel de adamantilo e outro substituinte carbocíclico ou 
heterocíclico volumoso. 
Tanto o grupo adamantilo como o substituinte carbocíclico são volumosos, 
promovendo o impedimento estérico. Tal diminui a reatividade do composto e impede 
a metabolização rápida do fármaco.  
Foi assim encontrado o protótipo deste tipo de compostos: um derivado 
duplamente espirocíclico, em que o endoperóxido fica entre um grupo adamantano e 
um ciclohexano.111 
O grande problema dos trioxolanos é que apesar de apresentarem uma ação 
rápida e de baixa toxicidade, são algo limitados112 em termos de absorção, semivida e 
biodisponibilidade.  
Na sequência de trabalhos para otimização da estrutura do modelo, 
Vennerstrom et al. selecionaram o OZ277, também designado por arterolano. Este 
fármaco, representado na figura II-7, representou um avanço significativo, uma vez 
que exibiu uma ação mais prolongada do que os fármacos usados até à data 
(artesunato e arteméter).93 
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Figura II-7: Representação da estrutura química do Arterolano (OZ277) 
A partir desse momento, o foco da investigação centrou-se na identificação de 
estratégias sintéticas para reduzir a metabolização do arterolano, aumentando o seu 
tempo de semivida, permitindo um tempo de exposição ao fármaco superior.113 
Toxicologicamente, o arterolano apresenta baixos níveis de toxicidade mesmo a 
doses elevadas, sendo o fígado, sistema linfático e possivelmente os rins o alvo da sua 
toxicidade. Não se observaram sinais de neurotoxicidade nestes compostos, o que 
constitui uma enorme vantagem em relação aos derivados da artemisinina.114 
O arterolano apresentou alguns problemas relacionados com estabilidade 
plasmática em doentes com malária durante a fase II dos ensaios clínicos. Contudo, foi 
aprovado para uso na Índia, desde Abril de 2012.100 
Foram identificados outros trioxolanos de estrutura similar ao arterolano, com 
substituintes com propriedades de base fraca (para protonação no vacúolo digestivo 
do parasita), com elevada eficácia antimalárica e com perfis de absorção, distribuição, 
metabolização e excreção (ADME) iguais ou superiores ao arterolano. Desses, o OZ439 
está atualmente em fase II de ensaios clínicos, apresentando-se em todos os aspetos 
superior ao arterolano.96,113 Este composto é capaz de curar e prevenir infeções de 
Plasmodium, podendo ser usado como profilaxia.100 O trioxolano OZ439 está 
representado na figura II-8. 
 
Figura II-8: Representação da estrutura química do OZ439  
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2.2.1. Preparação de trioxolanos com potencial 
atividade antiparasitária 
No âmbito desta dissertação foi levado a cabo um trabalho de síntese de 
trioxolanos no grupo de Química Medicinal do CCMAR. Este trabalho insere-se num 
projeto do grupo que visa a conceção e síntese de bibliotecas de trioxolanos e 
tetraoxanos com estruturas otimizadas. Estes compostos são depois testados em 
linhas de parasitas protozoários que causam enfermidades em mamíferos, 
nomeadamente Plasmodium falciparum, Leishmania infantum, Leishmania donovani, e 
Toxoplasma gondii, e também em Perkinsus olseni, um parasita responsável por 
elevados índices de mortalidade em bivalves. O objetivo é avaliar a suscetibilidade dos 
vários modelos aos compostos sintetizados, extraindo informação relativamente a 
relações estrutura – atividade para depois selecionar estruturas para otimização e 
desenvolvimento.  
O trabalho de conceção e síntese realizado pela autora teve por base dados de 
estudos de relação estrutura-atividade (SAR) anteriormente obtidos para esta classe 
de ozonídeos, usando como modelo estirpes de Plasmodium, de onde se extraíram 
três aspetos cruciais: o grupo adamantilo e a ligação peróxido são cruciais para a 
atividade; uma maior lipofilia dos compostos permite maior biodisponibilidade; 
compostos neutros e básicos têm melhores perfis antimaláricos.96 O interesse 
medicinal da síntese destes trioxolanos recai na sua possível atividade contra malária, 
leishmaniose e toxoplasmose. 
A criação de uma biblioteca de compostos é fundamental para o 
desenvolvimento e otimização de fármacos. Apesar de muitos compostos não 
apresentarem atividade antiparasitária superior ao composto modelo ou de terem 
níveis de toxicidade incomportáveis, a sua síntese e avaliação poderão permitir o 
avanço de possíveis estruturas ou metodologias de síntese para outros compostos com 
valor terapêutico.  
Com base nas pesquisas de Vennerstrom et al. e O'Neill et al. foram preparados 
alguns compostos partindo da adamantanona.115 Na generalidade, foram introduzidas 
variações estruturais nos substituintes do ciclohexilo. A introdução de diversidade 
química nos compostos permite a recolha de informação relativamente a efeitos 
estruturais na atividade antiparasitária e toxicidade. 
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As sínteses realizadas pela autora no âmbito deste trabalho estão descritas 
abaixo, apresentando-se o esquema reacional para cada caso. Os compostos 
preparados encontram-se identificados por um número, entre parêntesis. 
 Relativamente à estratégia de síntese convergente, usada na preparação dos 
compostos, o primeiro passo é a síntese da metil-oxima (1), por reação da 2-
adamantanona com hidrocloreto de metoxilamina na presença de piridina.  
Procede-se depois ao acoplamento da metil-oxima intermédia (1) com 1,4-
ciclohexanodiona, por ozonólise, obtendo o trioxolano (2). Usando a mesma 
estratégia, procedeu-se ao acoplamento de (1) com 4-oxocilohexil-etil-éster para obter 
o trioxolano (3).  
Partindo do composto (3), por redução do grupo éster usando tetrahidroborato 
de lítio, obtém-se o trioxolano (4), com o grupo álcool. 
O grupo álcool foi depois substituído por um grupo ftalamida, numa reação 
exotérmica, na presença de DIAD (DiIsopropil-Azo-Dicarboxilato) e trifenilfosfina. O 
trioxolano obtido (5) foi depois usado como composto de partida para a síntese do 
trioxolano com um grupo amina (6). 
A formação de um derivado ácido carboxílico (7) também foi uma das fases 
desta via de síntese, em que se partiu do composto (3). 
A reação de cloreto de sacarina (8) com o trioxolano (4) permitiu a obtenção de 
um dos compostos alvo deste projeto, o trioxolano (9). Usando a mesma linha de 
pensamento, partiu-se do derivado amina (6) para formação do trioxolano 
correspondente (10). 
O acoplamento de derivado álcool (4) com 5-cloro-1-feniltetrazole permitiu a 
preparação de um novo composto, o trioxolano (11). 
 
a. Síntese da adamantil-metil-Oxima (1) 
Na figura II-9 está representada a reação de conversão da adamantanona na 
adamantil-metil-oxima (1). Esta reação é crucial para toda a via de síntese, uma vez 
que a metil-oxima passa a ser o composto base para todas as reações seguintes de 
formação do núcleo de trioxolano. 
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Figura II-9: Representação da reação de conversão da adamantanona na sua metil-oxima. 
A proposta mecanística para a formação da metil-oxima está representada na 
figura II-10. 
 
Figura II-10: Proposta de mecanismo de reação de síntese da metil-oxima (1) 
No que diz respeito ao procedimento experimental, a 2-adamantanona (9.0 g, 
5.99 x10-2 mol) adicionou-se a metanol seco (50 mL), sob agitação. A piridina (8,78 g, 
11.1 x 10-2 mol) e o hidrocloreto de metoxilamina (7.51 g, 8.99 x 10-2 mol), foram de 
seguida adicionados, muito lentamente.  
A mistura permaneceu sob agitação, durante 46 horas. O progresso da reação 
foi controlado por TLC (cromatografia em camada fina), usando como eluente uma 
mistura de acetato de etilo e hexano (3:7). 
Quando a análise por TLC indicou o término da reação, evaporou-se o solvente 
e extraiu-se o composto orgânico com DCM (50 mL). Α fase orgânica foi tratada com 
uma solução de HCl 1M e posteriormente com uma solução saturada de NaCl. Secou-
se o extrato orgânico com sulfato de magnésio anidro, filtrou-se e evaporou-se o 
solvente.  
Foi obtido um pó amarelado correspondente ao produto desejado (10.157 g, 
5,67 x 10-2 mol, 94%). O seu intervalo de fusão era de 69º-70ºC, lit. 70º-71ºC115; 1H-
RMN (400 MHz, CDCl3):  3.80 (s, 3H), 3.45 (s, 1H), 2.53 (s, 1H), 1.97-1.78 (m, 12H) 
ppm; MS (EI) m/z 180 [M]+. 
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b. Ozonólise: síntese do trioxolano (2) 
Na figura II-11 está representada a reação de conversão da metil-oxima (1) no 
trioxolano (2).   
 
Figura II-11: Representação da reação de conversão da metil-oxima (1) no trioxolano (2) 
 
O sistema de ozonólise é um sistema fechado, sendo da máxima importância 
manter um ambiente anidro. Todo o sistema é saturado com ozono antes se dar início 
à reação. 
Dissolve-se a adamantil-metiloxima (1) (7.89g, 4,4 x 10-2 mol) e a 1,4-dioxo-
cicloexano (5.0 g, 4,46 x 10-2 mol) numa mistura de DCM e pentano (2:3) em agitação, 
num banho a 0ºC. Esta solução foi submetida a um fluxo de ozono, durante cerca de 2 
horas. O progresso da reação foi controlado por TLC, usando como eluente uma 
mistura de acetato de etilo e hexano (1:9). Evaporou-se o solvente e purificou-se o 
produto, através da técnica de cromatografia em coluna, usando como eluente uma 
mistura de acetato de etilo e hexano (0.3:9.7). Recolheram-se 2 frações, sendo a 
segunda a correspondente ao produto, um pó branco (4.85 g, 1.74 x10-2 mol, 39%). 
O esquema da proposta do mecanismo está apresentado na figura II-12. 
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Figura II-12: Representação da proposta do mecanismo de síntese do trioxolano (2) 
O trioxolano (2) apresenta um ponto de fusão de 127-128ºC; lit: 126-128ºC115 
1H-RMN (400 MHz, CDCl3):  2.51 (t, J=7.0 Hz, 4H), 2.14 (t, J=7.0 Hz, 4H), 1.69-2.14 (m, 
14H) ppm; MS (EI) m/z 278.9 [M]+. 
 
c. Ozonólise: síntese do trioxolano (3) 
Na figura II-13 está representada a reação de conversão da metil-oxima no 
trioxolano (3). 
 
 
Figura II-13: Representação da reação de conversão da metil-oxima (1) no trioxolano (3) 
 
O procedimento laboratorial seguido nesta síntese é bastante semelhante ao 
detalhado acima para preparação do composto (2). Dissolveu-se adamantil-metiloxima 
(1) (7.89 g, 4.4 x10-2 mol) e 4-oxociclohexil-etil-éster (6.0 g, 3.53 x10-2 mol) numa 
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mistura de DCM e pentano (1:4) e colocou-se a mistura de reação em agitação, num 
banho a 0ºC. A solução foi submetida a um fluxo de ozono, durante cerca de 2 horas. O 
progresso da reação foi controlado por TLC, usando como eluente uma mistura de 
acetato de etilo e hexano (1:9). Evaporou-se o solvente e purificou-se o produto, 
recorrendo a uma cromatografia em coluna, usando como eluente uma mistura de 
acetato de etilo e hexano (0.1:9.9). Recolheram-se 2 frações: a primeira 
correspondente ao reagente, 4-oxociclohexil-etil-éster, e a segunda correspondente ao 
produto desejado. O composto (3) foi obtido como um óleo viscoso, esbranquiçado 
(5.59 g, 1.66 x10-2 mol, 37.7%). 
O esquema da proposta do seu mecanismo está apresentado na figura II-14. 
 
Figura II-14: Proposta de mecanismo de reação da síntese do trioxolano (3) 
O trioxolano (3) foi caracterizado por: 1H -RMN (400 MHz, CDCl3):  4.15 (dd, 
J=7.2 Hz, J=14.3 Hz, 2H), 2.33 (m, 1H), 2.03-1.92 (m, 12H), 1.76-1.70 (m, 11H), 1.26 (t, 
J=6.9 Hz, 3H) ppm; MS (EI) m/z [M + Na]+ = 359. 
 
d. Redução do éster: síntese do trioxolano (4)  
Na figura II-15 está representada a conversão do grupo éster do trioxolano (3) 
em álcool, originando o ozonídeo (4). 
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Figura II-15: Representação da reação de conversão do trioxolano (3) em trioxolano (4) 
Para se proceder à síntese deste composto, dissolve-se o tetrahidroborato de 
Lítio (3.96 g, 0,182 mol) e o trietil-hidroborato de lítio (0,95 g, 9 x10-3 mol) em éter 
seco. A reação deve permanecer à temperatura ambiente, sob atmosfera anidra, e em 
agitação. A reação foi controlada por TLC, usando como eluente uma mistura de 
acetato de etilo e hexano (2:8). A mistura reacional esteve nestas condições durante 
22 horas, sendo adicionado mais éter, para posterior lavagem com NaOH 3 M (duas 
vezes), água (duas vezes) e solução aquosa saturada de NaCl. A fase orgânica deve ser 
seca com sulfato de magnésio, com posterior filtração e evaporação do solvente. 
O esquema da proposta de mecanismo está representado na figura II-16. 
 
 
Figura II-16: Representação da proposta de mecanismo de reação da síntese do trioxolano (4) 
O composto (4) é um sólido branco (3.10 g, 1.05 x10-2 mol, 89%), com um 
ponto de fusão de 99-100ºC, lit. 97-99ºC115. O trioxolano (4) foi caracterizado por: 1H -
RMN (400MHz, CDCl3):  3.46 (t, J=4.8 Hz, 2H), 2.08-1.51 (m, 21H), 1.25 (m, 2H) ppm; 
MS (EI) m/z [M+ Na] + = 318. 
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e. Síntese do trioxolano com um grupo ftalamida, 
composto (5) 
Na figura II-17 está representada a reação de conversão do ozonídeo (4) em (5). 
 
Figura II-17: Representação da reação de conversão do trioxolano (4) em trioxolano (5) 
A síntese de (5) tem como composto de partida o álcool (4). O composto (4) 
(2.6 g, 8.83 x10-3 mol) é dissolvido em THF seco (25 ml), num balão sob agitação, num 
banho a 0ºC. De seguida é adicionada trifenilfosfina (3.55 g, 1.35 x10-2 mol) e ftalamida 
(1.66 g, 1.13 x10-2 mol). Lentamente, é adicionado DIAD (3.27 g, 1.62 x 10-2 mol). 
A reação deve ser controlada por TLC, usando como eluente uma mistura de 
acetato de etilo e hexano (3:7). A reação durou 19 horas e 30 minutos. O produto 
desejado foi purificado por cromatografia em coluna, usando como eluente uma 
mistura de acetato de etilo e hexano (0.5:9.5). 
O esquema da proposta do seu mecanismo está apresentado na figura II-18. 
 
Figura II-18: Representação da proposta do mecanismo da reação de síntese do trioxolano (5) 
O composto (5) é um sólido branco (2.31 g, 5.45 x10-3 mol, 62%), apresentando 
um ponto de fusão de 130-133ºC; lit. 140-142º. O trioxolano (5) foi caracterizado por: 
1H -RMN (400 MHz, CDCl3):  7.84 (m, 2H), 7.71 (m, 2H), 3.55 (d, J=7.0 Hz , 2H), 2.08-
1.51(m, 21H), 1.34-1.30 (m, 2H) ppm; MS (EI) m/z [M+ K]+ = 462. 
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f. Síntese do trioxolano com grupo amina (6) 
A figura II-19 representa a conversão do trioxolano (5) no trioxolano (6). 
 
 
Figura II-19: Representação da reação de conversão do trioxolano (5) em trioxolano (6) 
Esta reação utiliza uma metodologia semelhante à Síntese de Gabriel, em que é 
obtida uma amina primária a partir de haletos, via preparação de um derivado de 
ftalimida. O procedimento de síntese deste composto inicia-se pela dissolução do 
trioxolano (5) (1.23g, 2.91 x10-3 mol) e da hidrazina (0.56g, 1.74 x 10-2 mol) numa 
mistura de clorofórmio e metanol (7:3). A mistura reacional permaneceu em agitação, 
num banho a 60ºC, durante cerca de 72 horas. Uma vez que o subproduto (ftalazina-
1,4-diona) precipita, tem que se filtrar e evaporar o solvente. 
A proposta do mecanismo da reação está representada na figura II-20. 
 
Figura II-20:Representação da proposta do mecanismo da reação de síntese do trioxolano (6) 
O composto (6) foi obtido como um óleo viscoso amarelo (0.58 g, 1.98 x10-3 
mol, 68%). O trioxolano (6) foi caracterizado por: 1H -RMN (400 MHz, CDCl3):  2.54 (d, 
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J=6.4 Hz, 2H), 1.96-1.68 (m, 22H), 1.33-1.14 (m, 3H) ppm; MS (MALDI-TOF) m/z 293 
[M] +. 
 
g. Hidrólise do éster: síntese do trioxolano (7)  
Na figura II-21 está representada a conversão do trioxolano (3) em trioxolano 
(7). 
 
Figura II-21: Representação da hidrólise do grupo éster, formando um ácido carboxílico (7) 
Num balão, sob agitação e a 50ºC adicionou-se o trioxolano (3) (1.3g, 3.9 x10-3 
mol) e o KOH (0.76g) dissolvido em água (4.6 ml). Deixou-se reagir durante um dia e 
controlou-se a reação por TLC, usando como eluente uma mistura de acetato de etilo e 
hexano (2:8). Retirou-se do banho, de modo a permitir o arrefecimento da reação. 
Acidificou-se a mistura reacional com HCl concentrado (1.92 ml) a fim de permitir a 
protonação do ácido, como é visível na proposta mecanística representada na figura II-
22. A acidificação deve ser feita à temperatura ambiente, ou em banho de gelo, uma 
vez que a reação é exotérmica. 
Os passos de purificação do composto envolveram uma extração por solventes, 
lavando a mistura reacional aquosa com DCM (3 vezes). Extraído o composto para a 
fase orgânica, secou-se com Sulfato de Magnésio e filtrou-se. Posteriormente, 
purificou-se o produto recorrendo-se a uma cromatografia em coluna de sílica gel, 
usando hexano e acetato de etilo (8,5:1,5) como mistura de eluição. Recolheram-se 
duas frações, sendo a segunda correspondente ao produto desejado. 
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Figura II-22: Representação da proposta do mecanismo da reação de síntese do trioxolano (7) 
O composto (7) é um sólido branco (0.77 g, 2.59 x10-3 mol, 66%), com um 
intervalo de fusão de 156-158ºC, lit. 158-159ºC115. O trioxolano (7) foi caracterizado 
por: 1H -RMN (400 MHz, CDCl3):  2.30 (m, 1H), 1.94-1.61 (m, 19H), 1.26-1.19 (m, 3H) 
ppm; MS (EI) m/z 308 [M]-. 
 
h. Síntese de cloreto de sacarina (8) e do 
composto-alvo (9) 
A sacarina é um composto relativamente barato e que pode constituir um bom 
grupo substituinte para ajuste de propriedades farmacológicas, uma vez que não foi 
relatada toxicidade no Homem. Esta é bastante usada na indústria alimentar, e por isso 
seria uma boa aposta. 
Na figura II-23 está representada a reação de síntese do cloreto de sacarina, 
que teve por base a análise da literatura disponível de forma a otimizar todo o 
processo de síntese.116 
 
Figura II-23: Representação da reação da conversão de Sacarina em Cloreto de Sacarina (8) 
Aqueceu-se sacarina (21g, 0.114 mol) e PCl5 (26g, 0.126 mol) num balão a 
180ºC, em refluxo, durante três horas. Após reação é necessário evaporar o excesso de 
PCl5 e OPCl3 por destilação, a 180ºC. O restante deve arrefecer até à temperatura 
ambiente, de modo a cristalizar. Os cristais devem ser filtrados sob pressão e lavados 
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com tolueno gelado. O tolueno gelado vai promover a recristalização de cloreto de 
sacarina no filtrado. 
A proposta de mecanismo desta reação está representada na figura II-24. 
 
Figura II-24: Representação da proposta do mecanismo da reação de síntese do composto (8) 
O cloreto de sacarina (8) tem a forma de cristais em agulha, incolor, esbranquiçados 
(5.29 g, 2.63 x10-2 mol, 23%). Intervalo de fusão: 146- 147ºC; lit. 143-145ºC116. 
Também foi caracterizado por: 1H -RMN (400 MHz, CDCl3):  7.94 (m, 2H), 7.84 (m, 2H) 
ppm.  
 
O cloreto de sacarina foi sintetizado com o intuito de obter o trioxolano (9) 
através de uma substituição nucleofílica. 
Na figura II-25 está representada a reação de síntese do trioxolano (9). 
 
 
Figura II-25: Representação da reação da síntese do trioxolano (9) 
Na prática, a reação inicia-se pela dissolução do álcool (4) (0.4g, 1.36 x 10-3 mol) 
em tolueno (20 ml), seguido de adição do cloreto de sacarina (8) (0.25g, 1.25 x 10-3 
mol), num balão em agitação, num banho a 45ºC. Passado 5 minutos, deve adicionar-
se a trietilamina (0.25g, 2.5 x10-3 mol).  
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A reação que inicialmente era incolor passa a uma coloração alaranjada. Esta 
deve ser mantida durante pelo menos 24 horas, até que todo o álcool seja consumido, 
o que é visível por TLC, usando como eluente uma mistura de acetato de etilo e 
hexano (3:7). Ao final da reação retira-se do banho e filtra-se, uma vez que o 
hidrocloreto de trietilaminónio precipita. A recristalização com tolueno gelado permite 
a obtenção do composto puro. 
De acordo com a proposta mecanística esquematizada na figura II-26, ocorre 
um ataque nucleofílico do átomo de oxigénio ao carbono. Forma-se um intermediário 
zwiteriónico, carregado positivamente no oxigénio e com uma carga negativa 
deslocalizada para o grupo SO2. 
De seguida, há a remoção de um protão por parte da trietilamina, 
desencadeando um movimento concertado de eletrões pelo anel heteroaromático que 
culmina com a eliminação do Cl- (grupo abandonante). A formação do precipitado de 
hidrocloreto de trietilamónio no decorrer da reação, desloca o processo no sentido da 
formação do trioxolano desejado.117 
 
Figura II-26:Representação da proposta do mecanismo da reação de síntese do composto (9) 
O trioxolano (9) foi obtido sob a forma de cristais amarelados (0.232g, 5.05 x10-4 mol, 
37%), com um intervalo de fusão de 150-151ºC. Também foi caracterizado por: 1H -
RMN (400 MHz, CDCl3):  7.91 (d, J=7.4 Hz, 1H), 7.78 (d, J=7.6 Hz, 2H), 7.74 (d, J=6.7 Hz, 
1H), 4.45 (d, J=6.1 Hz, 2H), 2.05- 1.71 (m, 21H), 1.59- 1.44 (m, 2H) ppm; MS (EI) m/z [M 
+ Na] + = 482.  
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i. Síntese do composto-alvo (10) 
O trioxolano (10) foi obtido por uma metodologia semelhante à usada para 
preparação do correspondente trioxolano (9), sendo o composto de partida o derivado 
amina (6) em vez do álcool (4). Na figura II-27 está representada a reação de síntese do 
trioxolano (10). 
 
Figura II-27: Representação da síntese do trioxolano (10) 
Dissolveu-se o cloreto de sacarina, em 10 ml de THF, a 60ºC. Noutro balão, 
dissolveu-se o ozonídeo (6) (0.5g, 1.7 x10-3 mol) em THF (10 ml) e juntou-se à solução 
do cloreto de sacarina. Durante os primeiros 15 minutos verifica-se a formação de 
precipitado, em forma de pó muito fino. A reação foi controlada por cromatografia em 
camada fina, com um eluente composto por acetato de etilo e hexano (4:6). A reação 
demorou cerca de 2 dias. No fim, purificou-se o produto através de extração por 
solventes, uma vez que o precipitado eram impurezas solúvel em água. A 
recristalização do composto (10) ocorreu em etanol. 
A proposta do mecanismo desta síntese está esquematizado na figura II-28. 
 
Figura II-28: Representação da proposta do mecanismo da reação de síntese do composto (10) 
O trioxolano (10) foi obtido na forma de cristais alaranjados (0.115g, 2.51 x10-4 
mol, 15%). No que respeita ao seu intervalo de fusão é de 152-154ºC. Também foi 
caracterizado por: 1H -RMN (400 MHz, CDCl3):  7.89 (d, J=7.3 Hz, 1H), 7.75 (dd, J=7.9 
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Hz, J= 16.2 Hz, 2H), 7.68 (d, J=6.8 Hz, 1H), 3.43 (s, 2H), 2.0- 1.65 (m, 22H), 1.30- 1.21 
(m, 2H) ppm. MS (MALDI-TOF): m/z [M + Na] + = 481. 
 
j. Síntese do composto-alvo (11) 
Na figura II-29 está representada a reação de síntese do trioxolano (11). 
A utilização de um derivado do 5-feniltetrazole pareceu ser a escolha mais 
acertada, uma vez que o grupo fenilo aumenta a lipofilia do composto e o grupo 
tetrazole é biologicamente relevante para o aumento da atividade antiparasitária.118 
Pensa-se que tal efeito poderá estar relacionado com a sua boa capacidade quelante 
de metais iónicos (ferro)119. 
 
Figura II-29: Representação da reação de conversão do trioxolano (4) no trioxolano (11) 
A síntese do composto (11) iniciou-se pela dissolução do álcool (4) (0.5g, 1.7 x 
10-3 mol) em THF seco, num ambiente anidro, sob agitação. Após dissolução adicionou-
se tert-butóxido de potássio (0.76 g, 6.8 x10-3 mol). A ativação do álcool deve ser feita 
durante cerca de 4 horas. Posteriormente, adiciona-se 5-cloro-1-feniltetrazol (0.48g, 
2.65 x 10-3 mol) e colocou-se a mistura reacional num banho a 65ºC, em refluxo. 
A reação foi controlada por TLC com um eluente composto por acetato de etilo 
e hexano (3:7). No fim da reação, após evaporação do solvente o produto cristalizou 
em DCM/ etanol (1:9). 
A proposta mecanística da reação supracitada encontra-se na figura II-30.  
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Figura II-30: Representação da proposta do mecanismo da reação de síntese do composto (11) 
 
 
O tert-butóxido de potássio é uma base mais forte que o KOH, permitindo a 
desprotonação do álcool. O impedimento estéreo impede que o tert-butóxido interfira 
na reação de substituição. 
O composto (11) foi obtido como um sólido alaranjado (0.24g, 5.48 x10-4 
mol,32%). O seu intervalo de fusão é de: 82-84ºC e foi caracterizado por 1H -RMN (400 
MHz, CDCl3):   7.73 (d, 2H, J=7.7Hz), 7.57 (t, 2H, J=7.7Hz), 7.48 (t, 1H, J=7.3Hz), 4.50 (d, 
2H, J=6.5Hz), 2.01 (d, 7H, J=11.3Hz), 1.71-1.86 (m, 13H), 1.39-1.46 (m, 2H), 1.27 (s, 1H). 
ppm; MS (EI) m/z 438 [M]+. 
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2.3. Atividade dos trioxolanos em Leishmania 
donovani e Toxoplasma gondii 
A artemisinina e seus derivados e os peróxidos sintéticos têm demonstrado 
eficácia contra alguns parasitas protozoários, nomeadamente algumas espécies de 
Plasmodium95,99,120 e de Perkinsus.102 
Tendo por base estudos realizados por Yang et al., no início da década de 90121, 
Avery et al. sugeriu a utilização da artemisinina e análogos contra a leishmaniose, 
abrindo a possibilidade de projeção e desenvolvimento de compostos com atividade 
antimalárica e também leishmanicida.122 
Recentemente, Chollet et al. estudaram a atividade leishmanicida de fluoro-
artemisininas, verificando atividade, em concentrações micromolares, em 
promastigotas de L. donovani. Nesses estudos também ficou evidente a importância 
do grupo peróxido, uma vez que os testes com 1-desoxiartemisinina não mostraram 
qualquer atividade leishmanicida. 123 
Tal como a maioria dos parasitas protozoários, a Leishmania requer Fe(II) para 
o seu crescimento em todas as fases do seu ciclo de vida. Tendo isso em mente, 
estudos permitiram verificar a eficácia apoptótica do arteméter em promastigotas de 
L. major, bem como a sua capacidade em inibir o crescimento de formas 
promastigotas e amastigotas in vitro.124 
Relativamente ao pH, o ambiente intra-eritrócito (Plasmodium) é semelhante 
ao intra-macrófago (Leishmania) sendo que a inativação dos fármacos por pH seria 
semelhante nos dois tipos de protozoários. No entanto, verificou-se que a potência 
leishmanicida de compostos com boa capacidade antimalárica é sempre menor do que 
contra Plasmodium.123 
Para além da atividade contra Plasmodium e Leishmania, os derivados 
semissintéticos e sintéticos da artemisinina mostram atividade anti protozoária contra 
Schistosoma, Trypanosoma e Toxoplasma.125,126 A maioria dos testes e dos trabalhos 
publicados restringem-se aos derivados semissintéticos usualmente utilizados como 
fármacos contra a malária (arteméter e artesunato).112 
Recentemente, a descoberta de um plasto de Toxoplasma gondii e P. 
falciparum abriu novas possibilidades quanto ao modo de ação de determinados 
fármacos antiparasitários.127 Apesar de já estar disponível informação importante 
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acerca dos mecanismos de ação da artemisinina e derivados128 no Plasmodium, pouco 
se sabe sobre a natureza dos seus efeitos em T. gondii. No entanto, a presença da 
ligação endoperóxido como farmacóforo permanece como ponto basilar da sua ação 
intrecelular.129,130 
Foram testadas deoxiartemisininas em taquizoítos de Toxoplasma e verificou-
se que apesar de não bloquearem a sua replicação, estas inibiam, de forma moderada, 
a invasão das células hospedeiras pelos taquizoítos.125 O arteéter é um composto 
lipofílico, capaz de atravessar a barreira hematoencefálica, tornando-se por isso 
tentadora a sua utilização no tratamento da toxoplasmose congénita ou em doentes 
imunocomprometidos, em que o envolvimento do sistema nervoso central é um dos 
maiores problemas. Apesar da sua neurotoxicidade, foram realizados alguns testes em 
T. gondii, que revelaram alguma atividade, embora menor que a exibida contra 
P.falciparum. 131 
Da análise de vários estudos presentes na literatura pode concluir-se que, tal 
como ocorre na leishmaniose, na toxoplasmose as concentrações inibitórias (IC50) 
deste tipo de fármacos são superiores às exibidas na malária.84 
O efeito de análogos de artemisinina sobre o crescimento de parasitas 
pertencentes ao género Toxoplasma, relatado por Jones-Brando et al.112 e Ou-Yang et 
al.126 sublinha a ideia de que a artemisinina pode ser um ponto de partida promissor 
para o desenvolvimento de medicamentos contra infeções parasitárias em geral.93 
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III.  Testes in vitro de suscetibilidade a fármacos 
Com base em estudos da relação estrutura-atividade, muitos grupos de 
pesquisa têm desenhado e sintetizado endoperóxidos sintéticos. Embora alguns 
análogos mostrem resultados in vitro promissores, os seus resultados in vivo, muitas 
vezes não são tão bons quanto o esperado.109  
A avaliação in vitro facilita a análise rápida de um grande número de fármacos, 
no entanto, a sua eficácia resume-se a compostos com ação letal direta sobre o 
parasita. Quando os compostos são eficazes através dos seus metabolitos, ou a sua 
ação é mediada pelo sistema imunitário do hospedeiro, os testes in vitro não são os 
mais adequados.132  
Apesar desta desvantagem, os testes in vitro apresentam inúmeras vantagens, 
como a diminuta quantidade de composto-teste necessária, a rápida obtenção de 
resultados e a consistência desses resultados, uma vez que não há tantas 
interferências como in vivo.133 
Assim sendo, podemos ver os testes in vitro como o primeiro filtro das 
moléculas, naquele que é o processo da descoberta de um fármaco. Das centenas de 
compostos sintetizados que são testados in vitro, uma pequena parte passa para testes 
in vivo e, destes, um ou dois é selecionado para ensaios clínicos. 
 
3.1. Como se processam? 
Os pontos basilares dos testes de suscetibilidade a fármacos in vitro são 
essencialmente: a linhagem de células alvo, neste caso dos parasitas; o fármaco 
proposto; e os controlos da análise. 
Em 1986, Croft delineou que os requisitos para um ensaio in vitro incluem o uso 
do estadio do parasita no mamífero, uma população parasitária em multiplicação, e a 
utilização de medidas quantificáveis e reprodutíveis da atividade dos fármacos teste e 
padrão em concentrações alcançáveis no soro/tecidos. 133 
Independentemente do protozoário (plasmódio, leishmania ou toxoplasma) é 
muito importante que a fase do ciclo de vida seja bem estudada e devidamente 
identificada, uma vez que tal fator pode influenciar toda a análise. 
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3.1.1. Testes in vitro em Leishmania 
Na leishmaniose, seria de esperar maior facilidade em testes com 
promastigotas, sendo estes estadios extracelulares. No entanto, a melhor relação 
entre testes in vitro e os resultados in vivo verifica-se na fase amastigota. Estes 
amastigotas são mantidos in vitro como amastigotas axénicos e/ou em cultura de 
macrófagos.133 
Testes realizados com uma estirpe de Leishmania donovani (MHOM / ET / 67 / 
L82), permitiu verificar que, em geral, os promastigotas são estadios menos sensíveis a 
fármacos de referência, à exceção da anfotericina B e miltefosina, pois estes fármacos 
afetam a integridade das membranas. Conclui-se assim que não é possível verificar a 
validação cruzada de testes em diferentes estadios do parasita. 134  
Assim sendo, os testes em Leishmania devem ser realizados em promastigotas, 
amastigotas axénicos e amastigotas intracelulares. 135  
Os testes em promastigotas são os mais simples: os promastigotas multiplicam-
se em meio acelular, sendo posteriormente diluídos a uma determinada concentração. 
Nessa diluição são adicionados os compostos em fase de teste, os fármacos de 
referência ou uma solução isenta de fármaco. Três dias depois, os organismos da placa 
de controlo ter-se-ão multiplicado entre 3 a 6 vezes mais do que nas outras placas. 
Apesar de serem muito fáceis e baratos de realizar, estes testes apresentam 
problemas, como o facto de não ser o estadio alvo do parasita e de os promastigotas 
se multiplicarem a temperaturas inferiores à temperatura corporal dos mamíferos.133 
Os testes in vitro ideais para avaliar da suscetibilidade de um protozoário a um 
fármaco são os que simulam da melhor forma o ambiente encontrado in vivo. Na 
Leishmania tal ocorre com a utilização de amastigotas.136  
Os testes podem decorrer em amastigotas intracelulares ou em amastigotas 
axénicos (sem células no meio). Os modelos mais usados são os amastigotas 
intracelulares, recolhidos através de macrófagos animais (ratos) ou macrófagos 
humanos. Nestes testes, os macrófagos diferenciados não se dividem, e por isso 
facilmente se deteta a taxa de divisão do parasita em células hospedeiras e a atividade 
do fármaco. A atividade do fármaco é medida por técnicas de contagem microscópica 
de células ou por métodos colorimétricos ou fluorométricos.  
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Para além da lenta divisão de amastigotas de L. donovani e L. infantum neste 
modelo, a utilização da técnica de contagem de células pode ser vista como uma 
limitação deste modelo, pois aumenta o tempo e a mão-de-obra necessária para o 
teste.137  
O modelo de testes com amastigotas axénicos conjuga o melhor dos dois 
sistemas supracitados: o teste é dirigido contra a fase relevante do parasita, são mais 
fáceis de manipular e a quantificação da atividade do fármaco é mais simples e menos 
dispendiosa.138  
A atividade do fármaco pode ser analisada com vários métodos: contagem de 
células, avaliação da viabilidade da população celular (MTT ou MTS), determinação da 
atividade da ornitina descarboxilase (alterações de pH), utilização de nucleótidos 
radioativos, entre outros.139  
A utilização de protocolos baseados no mecanismo de redução do MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazolium), tem como base técnicas 
colorimétricas, uma vez que a mudança de cor (absorvência da solução) permite 
avaliar a viabilidade mitocondrial da população e por conseguinte a eficácia ou não do 
fármaco em questão.140 
A capacidade de codificar proteínas transgénicas em protozoários, tais como as 
proteínas GFP (Green Fluorescent Proteins), RFP (Red Fluorescent Proteins)135 ou a 
luciferase (enzima que permite bioluminescência) abriu novas possibilidades para o 
desenvolvimento de testes de fármacos in vitro.133,136,137 
 
3.1.2. Testes in vitro em Toxoplasma 
Apesar do Toxoplasma ser conhecido pela sua fácil cultura, é importante 
sublinhar que tal acontece em taquizoítos, e que estes necessitam de células 
hospedeiras.141 
A cultura de células HeLa oferece muitas vantagens para a replicação de 
Toxoplasma in vitro. Uma vez que é uma linhagem proliferativa contínua, é difícil 
controlar a proliferação do protozoário na cultura de modo a prever o tempo 
necessário para proliferação.142 
Os métodos in vitro utilizados para avaliar a atividade anti-Toxoplasma de 
fármacos incluem ensaios de crescimento e/ou ensaios enzimáticos. 
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Tal como em Leishmania, podem fazer-se análises em Toxoplasma através da 
introdução de ácidos nucleicos radioativos.143 No entanto, este tipo de testes pode 
representar um risco para os investigadores.137  
Outras técnicas foram surgindo ao longo do tempo, sendo que a suscetibilidade 
de Toxoplasma a fármacos pode ser avaliada através da utilização de anticorpos 
específicos de T. gondii em ensaios ELISA, da utilização da expressão transgénica do 
gene da beta-galactosidase bacteriana144, através de ensaios baseados em FACS 
(técnicas de citometria em que se verifica a dispersão da luz e a fluorescência de cada 
molécula) ou em proteínas fluorescentes (amarela145, verde ou vermelha). 146 
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IV. Resultados obtidos pelo grupo do CCMAR 
Apesar do foco da presente dissertação ser a avaliação de resultados em 
leishmaniose e toxoplasmose, dada a história da sua descoberta e o motivo pelo qual 
foram descobertos, a atividade antimalárica dos endoperóxidos é sempre um fator a 
ter em conta. Poucos são os resultados publicados de atividades dos endoperóxidos 
suprarreferidos em leishmaniose e em toxoplasmose.  
Na tabela IV-1 estão apresentadas as atividades antimaláricas, obtidas em 
testes in vitro contra linhas de Plasmodium, realizados no Instituto de Medicina 
Tropical, em Lisboa, com os compostos (2), (6), (9), (10) e (11). Os compostos foram 
testados em 4 estirpes de Plasmodium falciparum sensíveis (3D7) e resistentes a 
fármacos convencionais (Dd2). 
 
Tabela IV-1: Atividades anti maláricas de alguns endoperóxidos 
 IC50 (nM) 
Estirpe 3D7 Dd2 1240 1241 
Composto Média DP n Média DP n Média DP n Média DP N 
LC50 (2) 14,0 6,7 2 23,6 8,4 3 na   na   
LC95 (6) 18,1 11,0 2 56,3 1,0 2 na   na   
LC129 (9) 42,9 3,9 3 43,2 0,8 2 na   na   
LC130 (10) 23,3 15,2 4 24,8 17,2 3 8,2 1,9 2 2,4 1,6 3 
LC132 (11) 24,2 12,8 3 26,6 15,9 2 25,0 7,4 3 19,7 3,4 4 
ART   0   0 33,3 8,0 3 13,3 2,2 2 
DHA 4,2 1,6 4 4,2 0,5 4 6,2 1,6 3 3,7 2,0 4 
ATN 5,0  1 4,6 1,4 4 3,4 0,1 2 3,9 1,2 4 
DP – Desvio padrão; n – Número de ensaios (cada um em triplicado); ART – Artemisinina; DHA – 
Dihidroartemisinina; ATN – Artesunato. 
Nota: Na tabela os compostos estão referenciados com siglas que resultam de metodologias 
de identificação internas da equipa.  
Através dos resultados apresentados na tabela verifica-se que, em 
concentrações nanomolares, nas estirpes 1240 e 1241, os compostos (10) e (11) 
apresentam valores de IC50 da mesma ordem de grandeza ou menores que os 
compostos padrão, ou seja, resultados muito promissores. 
Atualmente, já há resultados publicados de alguns destes ozonídeos 
secundários em leishmaniose. Na sequência do trabalho desenvolvido pelas equipas de 
Campino e Cristiano verificou-se que, em concentrações micromolares, os trioxolanos 
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designados por LC50 e LC95 (compostos 2 e 6, respetivamente) apresentaram bons 
perfis de atividade e de segurança. Estes compostos mostraram elevada atividade anti-
promastigota e baixa toxicidade em comparação com a terapêutica recomendada pela 
OMS para tratamento da leishmaniose.147 Alguns dos compostos preparados pela 
autora, no âmbito deste trabalho, serão testados em Leishmania infantum e em 
Toxoplasma gondii. 
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V. Conclusão 
Como referia no início desta dissertação, a leishmaniose e a toxoplasmose 
podem considerar-se “infeções negligenciadas da pobreza”, em homologia com outras 
doenças tropicais negligenciadas, como a malária. Apesar de não ocorrerem apenas 
em zonas economicamente desfavorecidas, é em países em vias de desenvolvimento 
que a otimização da relação beneficio-custo dos fármacos é imperativa. 
Atualmente, o desenvolvimento de novos fármacos, para utilização em 
monoterapia ou em combinações de fármacos, e de protocolos terapêuticos contra 
doenças tropicais e negligenciadas é de grande importância em saúde pública. A 
terapêutica disponível para estas doenças conta com efeitos colaterais significativos, 
indisponibilidade de tratamento, resistência parasitária e co-infeção com VIH, 
tornando-se urgente o surgimento de novas soluções.  
Tendo em conta todo o conhecimento da classe de fármacos baseada na 
função peróxido como farmacóforo e dos resultados promissores que se vêm 
apresentando, antevê-se que os endoperóxidos sintéticos, principalmente os 
derivados de trioxolano, desempenharão um papel preponderante no combate às 
infeções parasitárias de grande importância a nível mundial.  
A vanguarda da terapêutica de infeções parasitárias é a criação de fármacos 
híbridos. Trata-se de uma abordagem química racional combinando na mesma 
entidade química vários farmacóforos, direcionados para alvos diferentes ou para 
pontos diferentes dos mesmos alvos, que proporcionam estabilidade, solubilidade, 
potência e segurança, além de outras características necessárias tendo em conta a 
potencial utilização como fármacos.100 Os trioxolanos poderão ser boas opções para as 
novas estratégias de design destes fármacos híbridos. 
A possibilidade de sintetizar um trioxolano com atividade antiparasitária é 
tanto maior quanto maior a persistência e o conhecimento nesta área de investigação. 
A necessidade de pesquisa, investigação, síntese e análise é um atrativo para os 
amantes da química medicinal. 
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VII. Anexos 
7.1. Composto (1) 
7.1.1. Espetro de 1H-RMN 
Figura VII-1: Espetro de 1H-RMN do composto (1) 
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7.1.2. Espetro de massa 
 
 
 
 
 
 
Figura VII-2: Espetro de massa do composto (1) 
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7.2. Composto (2) 
7.2.1. Espetro de 1H-RMN 
 
Figura VII-3: Espetro de 1H-RMN do composto (2) 
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7.2.2. Espetro de massa 
 
Figura VII-4: Espetro de massa do composto (2) 
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7.3. Composto (3) 
7.3.1. Espetro de 1H-RMN 
 
Figura VII-5: Espetro de 1H-RMN do composto (3) 
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7.3.2. Espetro de massa 
 
Figura VII-6: Espetro de massa do composto (3) 
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7.4. Composto (4) 
7.4.1. Espetro de 1H-RMN 
 
Figura VII-7: Espetro de 1H-RMN do composto (4) 
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7.4.2. Espetro de massa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura VII-8: Espetro de massa do composto (4) 
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7.5. Composto (5) 
7.5.1. Espetro de 1H-RMN 
 
Figura VII-9: Espetro de 1H-RMN do composto (5). 
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7.5.2. Espetro de massa 
 
Figura VII-10: Espetro de massa do composto (5). 
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7.6. Composto (6) 
7.6.1. Espetro de 1H-RMN 
 
Figura VII-11: Espetro de 1H-RMN do composto (6) 
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7.6.2. Espetro de massa 
 
Figura VII-12: Espetro de massa do composto (6). 
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7.7. Composto (7) 
7.7.1. Espetro de 1H-RMN 
 
Figura VII-13: Espetro de 1H-RMN do composto (7). 
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7.7.2. Espetro de massa 
 
 
Figura VII-14: Espetro de massa do composto (7). 
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7.8. Composto (8) 
7.8.1. Espetro de 1H-RMN 
 
Figura VII-15: Espetro de 1H-RMN do composto (8). 
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7.9. Composto (9) 
7.9.1. Espetro de 1H-RMN 
 
 
Figura VII-16: Espetro de 1H-RMN do composto (9). 
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7.9.2. Espetro de massa 
 
Figura VII-17: Espetro de massa do composto (9). 
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7.10. Composto (10) 
7.10.1. Espetro de 1H-RMN 
 
Figura VII-18: Espetro de 1H-RMN do composto (10). 
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7.10.2. Espetro de massa 
 
 
Figura VII-19: Espetro de massa do composto (10). 
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7.11. Composto (11) 
7.11.1. Espetro de 1H-RMN 
 
Figura VII-20: Espetro de 1H-RMN do composto (11). 
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7.11.2. Espetro de massa 
 
Figura VII-21: Espetro de massa do composto (11). 
